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RESUMO

A Escherichia coli patogénica aviaria (APEC) € o principal agente da
colibacilose aviaria. Ainda ndo ha um patotipo estabelecido para APEC, mas
diversos genes associados a viruléncia ja foram descritos para essa
bactéria. Dentre as diversas cepas estudadas de APEC, destaca-se a MT
78, que possui 20 de 33 fatores associados a viruléncia testados, causa
morte celular em macrofagos aviarios e é capaz de invadir células néo-
fagocitarias (fibroblastos aviarios de linhagem). Para investigar qual gene da
MT 78 é essencial para que a cepa invada células ndo-fagocitarias, foi
construida uma biblioteca de 1800 mutantes dessa cepa, através da técnica
de mutagénese marcada com assinatura (STM). Foram feitos ensaios de
invasdo com metade dos mutantes (900); a outra metade também sera
testada. Os ensaios consistem na infeccdo de fibroblastos aviarios de
linhagem e recuperacao das bactérias intracelulares apds 4 horas; o DNA
dos mutantes sera extraido e serd possivel detectar quais 0os mutantes
presentes na infecgdo e ausentes na recuperacdo dos experimentos. Esses
mutantes serdo investigados devido a perda da capacidade de invasao. Sera
possivel descobrir qual(is) o(s) gene(s) que sofreu(ram) mutacéo, e fazer
ensaios moleculares com os mutantes atenuados. Os principais resultados
desse trabalho, até 0 momento, sdo a construcédo da biblioteca de mutantes

e a padronizacdo da técnica de STM in vitro.



1. INTRODUCAO COMPREENSIVA

1.1. E. coli patogénicas

A Escherichia coli € uma bactéria Gram-negativa pertencente a
familia Enterobacteriaceae. Foi descrita pela primeira vez em 1855, por
Theodor von Escherich, possui formato de bacilo, € um organismo
anaerobico facultativo e € comensal do homem e de outros animais.

A maioria das cepas de E. coli ndo é patogénica, mas ha um versatil
subgrupo causador de infeccBes responsavel por mortalidade e alto custo
para os sistemas de saude (32, 37). Esses clones sdo altamente adaptados
e adquiriram atributos de viruléncia especificos que Ihes conferiram
habilidade de se adaptar a novos nichos e colonizar novos hospedeiros (32).
Esses fatores podem ser encontrados em elementos genéticos, podendo
estar presentes em diferentes combinacdes, como plasmideos, transposons,
ilhas de patogenicidade e bacteri6fagos (32). Para que um patégeno cause
doenca em um individuo saudavel, é necessario que [1] adapta-se e colonize
o hospedeiro; [2] sobreviva no seu interior e se multiplique; [3] evada do seu
sistema imunoldgico e [4] dissemine-se a outros hospedeiros (20). Isso é
possivel gracas aos fatores associados a viruléncia, que permitem a bactéria
desenvolver todos esses passos.

E possivel dividir as E. coli patogénicas em dois grandes grupos, as
patogénicas intestinais (INPEC, de Intestinal Pathogenic E. coli) e as
patogénicas extraintestinais (EXPEC, de Extraintestinal Pathogenic E. coli).
As InPEC séao responsaveis pelas diarreias e podem apresentar diversas
estratégias para invadir as células intestinais (37, 51). As EXPEC, por sua

vez, sdo classificadas em trés subgrupos: as causadoras de infeccdo do



trato urinario (UPEC, de UroPathogenic E. coli); as causadoras de meningite
no neonato (NMEC, de Newborn Meningitis-causing E. coli); e as que
causam colibacilose em aves (APEC, de Avian Pathogenic E. coli).(32).

1.2. E. coli patogénicas aviarias

A infeccdo de aves por E. coli foi descrita pela primeira vez em 1894,
por Lignieres e, em 1954 e 1955, Wassermann et al. e Fahey,
respectivamente, isolaram E. coli dos sacos aéreos de aves com doenca
respiratoria (38). Trata-se da colibacilose, a infecgcdo mais comum em aves,
gue se pode manifestar de varias formas, como peritonite do ovo, onfalite,
sindrome da cabeca inchada, celulite e colissepticemia, essa Ultima sua
manifestacdo mais grave (38). A colissepticemia afeta galinhas, perus e
patos de 4 a 12 semanas, e € caracterizada por pericardite, peri-hepatite,
aerossaculite, sinovite, peritonite, conjuntivite e enterite (2, 10, 38). Aves
selvagens, domésticas e ornamentais podem ser afetadas, normalmente
apos uma prévia infeccdo bacteriana (por Mycoplasma sp.) ou viral (pelo
Virus da doenca de Newcastle ou da bronquite infecciosa, por exemplo) (7,
38). Pelo fato dessa doenca causar prejuizos significativos na avicultura em
todo o mundo (17), varios grupos de pesquisa vém investigando as bases
moleculares da colibacilose aviaria, bem como a interacdo patégeno-
hospedeiro entre as aves e as cepas APEC e os perfis patogénicos,
fenotipicos e genotipicos dessas bactérias.

As cepas de E. coli podem ser classificadas de diversas formas, uma
delas é a determinacéo do sorogrupo. Para isso, € a utilizada a identificacédo
de antigenos somaticos (O, Ohne, LPS), capsulares (K, Kapsel), flagelares

(H, Hauch) e fimbriais (F, Fimbriae), todos eles presentes na superficie



bacteriana. Algumas cepas nao podem ser sorotipadas, devido a perda
parcial ou total da cadeia lipopolissacaridica (21). Entre as APEC, os
sorotipos mais comuns no hemisfério Norte sdo O1, 02, 08, O35 e 078
(38), sendo 02, 021, 036, O50, O78, 088, 0119 e 0152 os mais frequientes
no Brasil (21).

Embora existam sorotipos mais associados as cepas APEC
virulentas, ndo existe, até o momento, nenhum marcador do patotipo de
APEC (17). Entretanto, ha uma série de fatores de viruléncia descritos para
APEC. Entre eles, incluem-se adesinas, invasinas, fatores de resisténcia ao
soro, sistemas de aquisicao de ferro, toxinas, entre outros (6). Alguns desses
fatores serdo discutidos a seguir.

1.3. Fatores de viruléncia de APEC

1.3.1. Adesinas

Conforme descrito por Gross (25), o pulmdo e 0s sacos aéreos
seriam as principais portas de entrada de patégenos em aves, e o trato
gastrintestinal € um reservatorio de cepas patogénicas e ndo-patogénicas de
E. coli, devido ao comensalismo dessa bactéria com aves (18). A expressao
de adesinas € uma forma de facilitar a passagem da bactéria do intestino
para a corrente sanguinea, bem como a colonizacdo dos pulmdes da ave
(61).

1.3.1.1. Adesinas fimbriais

As adesinas mais estudadas e mais bem caracterizadas sédo as
adesinas fimbriais. As fimbrias sé@o filamentos de proteinas ou apéndices
expressos na superficie celular das bactérias, de 1 um de comprimento e 7

nm de largura, formadas por cerca de 1000 subunidades (37), e podem ser



de diferentes tipos (17). A fimbria mais comum em APEC é a fimbria do tipo
1 (fim), cuja maior subunidade é a proteina FimA; é codificada por um
operon de 9 genes (37), e esta presente em mais de 70% das cepas APEC
(4, 6, 13, 19). Na sua extremidade mais externa, encontra-se a proteina
FimH, responsavel pelo reconhecimento de moléculas de manose, que
promove a aderéncia da bactéria as superficies mucosas (5). Outra fimbria
importante para APEC é a fimbria P, codificada pelo operon pap. Em
humanos, a fimbria P estd associada a pielonefrite (54), e em aves a
colonizacdo dos 6rgdos internos depois do estabelecimento da infeccéo
inicial (38, 48). A fimbria F1C € uma estrutura semelhante a fimbria do tipo 1;
é codificada pelo operon foc, e sua maior subunidade é a proteina FocA
(37). A fimbria S é outra estrutura encontrada em APEC, embora esteja mais
associada a NMEC (4). E codificada pelo operon sfa, e pode ser associada a
fimbria F1C no operon sfa/foc. Outra fimbria bastante presente em APEC é
Curli (6, 19), uma estrutura fina e enrolada. E codificada pelo operon csg, e
sua maior subunidade é a proteina CsgA (37).
1.3.1.2. Adesinas afimbriais

A adesina afimbriada Tsh (temperature-sensitive haemagglutinin), da
familia dos autotransportadores secretados por bactérias Gram-negativas
(58), é importante para APEC por contribuir para os primeiros passos da
infeccéo, incluindo a colonizacédo dos sacos aéreos (16). Além disso, a Tsh é
responsavel pela aglutinacdo de hemacias em temperaturas inferiores a 26°
C (50). Outra adesina afimbriada € afa, codificada pelo cluster génico afa-8,
uma das adesinas afimbriais mais frequentes em E. coli patogénicas

humanas, e esta associada a cepas APEC pap-negativas (17, 61). Essa



adesina contribui para a viruléncia a pintos de 1 dia, e para a inducdo de
colibacilose classica da mesma maneira que as cepas pap-positivas (60).
1.3.2. Invasinas

A invasdo as células do hospedeiro permite que a bactéria se
multiplique intracelularmente, bem como permaneca de maneira quiescente
(20). Ainda nédo é claro o processo pelo qual APEC chega a circulacao
sanguinea (17), mas experimentos in vitro e in vivo mostram que cepas
APEC sdo capazes de sobreviver a acdo de macrofagos (43, 48) e
experimentos in vitro demonstram que pelo menos uma cepa APEC é capaz
de invadir fibroblastos aviarios (40).

Entre os fatores de viruléncia que auxiliariam o processo de invasao
de APEC a células de seu hospedeiro estdo a proteina IbeA e o homélogo
da proteina Tia, bem como a ilha de patogenicidade gimB. A proteina IbeA
foi descrita em NMEC e sua funcéo é auxiliar na invasao da barreira hemato-
encefélica (34). Em APEC a frequéncia desse gene é baixa (6, 19), e sua
provavel funcdo é auxiliar a colonizacéo do epitélio pulmonar (11, 24, 44). A
proteina Tia foi descrita na E. coli enterotoxigénica, desempenhando papel
de aderéncia e invasao de células humanas ileo-cecais e epiteliais colonicas
em cultura (23). Em APEC, a proteina homéloga a Tia € codificada pelo
gene tia, localizado em uma ilha de patogenicidade de 56 kb, a mesma que
codifica o operon pap e outros fatores de viruléncia (33). A ilha de
patogenicidade gimB, que é caracteristica de NMEC, estd associada a
manutencdo dos niveis de bacteremia caracteristicos da meningite (9). A
frequéncia de gimB em APEC é baixa, cerca de 10% (6, 19).

1.3.3. Fatores de resisténcia ao soro
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APEC tém sua viruléncia aumentada devido a fatores que oferecem
resisténcia a acado do sistema complemento e a fagocitose mediada por
opsonizacao (46). O plasmideo colV € importante para a resisténcia ao soro,
pois codifica 0 gene da colicina V - uma proteina importante na infeccédo de
pintos de 1 dia (65) -, traT e iss, que supostamente protegem a membrana
bacteriana do ataque do sistema complemento (17). Acredita-se que a
proteina TraT antagoniza a deposicdo de C3 (1) e inibe a formacédo do
complexo C5b6 (49). A proteina Iss desempenha um papel importante na
resisténcia de APEC ao soro (42), e sua presenca € necessaria para a
viruléncia como um todo (62).

Outro fator de viruléncia bastante prevalente em cepas EXPEC que
também é encontrada em APEC é a cépsula K1 (38). A capsula K1 é um
polissacarideo que contém acido polissidlico e esta associado a infec¢des
extra-intestinais (8). Além disso, esse fator de viruléncia possui propriedade
anti-fagocitica (63), pode estar envolvido na resisténcia ao soro (59) e é
essencial para a penetracdo da barreira hemato-encefalica (35). Tamanha é
a importancia da capsula K1 que a sua presenca € necessaria para
classificar uma cepa E. coli em NMEC (36). A proteina OmpA, presente na
maioria das cepas APEC (6), faz parte da membrana externa de E. coli e
outras enterobactérias. Desempenha funcédo de adesina, invasina e serve,
ao mesmo tempo, como alvo do sistema imunolégico do hospedeiro e como
fator de resisténcia ao soro. OmpA também é sitio de reconhecimento de
varios bacteriéfagos (56).

1.3.4. Fatores de aquisi¢cao de ferro
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A habilidade de sequestrar ferro dos tecidos corporais desempenhada
pelas bactérias patogénicas é essencial para sua viruléncia, pois o ferro é
utilizado na cadeia respiratoria e esta em baixas concentracdes nos tecidos
do hospedeiro. Em APEC, essa caracteristica esta associada a letalidade de
pintos de 1 dia (14). Entre os sistemas sideroforos, o sistema da aerobactina
€ 0 mais bem caracterizado e foi descrito em uma ilha de patogenicidade de
Shigella (64). Um trabalho recente mostrou que o sistema da aerobactina é
codificado também em uma regido conservada de viruléncia de um
plasmideo do tipo ColV, pAPEC-02-ColV (31). O sistema da aerobactina &
composto pelo operon iucABCD e pelo gene iut, que codificam um sideréforo
hidroxamato e o receptor férrico da aerobactina (17, 38). A transformacao de
uma E. coli comensal com o plasmideo contendo o sistema da aerobactina
aumentou a letalidade da cepa para embrides aviarios e a capacidade de
colonizacdo renal em camundongos (55), demonstrando a importancia desse
sistema a viruléncia. Outro fator de aquisicdo de ferro, também encontrado
em plasmideos do tipo ColV, é a salmoquelina, codificada pelo operon
iroBCDEN. Uma das proteinas desse sistema, IroN, tem a sua expressao
regulada de acordo com a presenca de ferro no meio (57). Outro fator
sideroforo € o sistema transportador de ferro, codificado pelo operon
SitABCD. O sistema € composto por permeases, que aumentam a captura
de ferro e manganés, contribuindo com a multiplicacdo bacteriana.
Juntamente com a proteina MntH, medeia a resisténcia ao estresse oxidativo
(53). Outros fatores siderdforos, como fyuA e irp2, foram primeiramente

descritos em Yersinia enterocolitica, mas também sdo encontrados em

INPEC e APEC (38). O gene ireA é outro fator associado a captacdo de
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ferro, foi descrito em cepa UPEC, e contribui para aumentar a invasdo em
bexiga de camundongos (52). O gene chuA, receptor e utilizador de ferro
heme em E. coli, foi descrito para APEC em experimento por STM in vivo
(39), sugerindo seu papel na viruléncia.
1.35. Toxinas

Bactérias patogénicas sdo capazes de produzir substancias que, per
se, sdo toxicas ao hospedeiro. Entre as toxinas mais produzidas por APEC
esta a proteina Vat (6, 19), codificada pelo gene vat em uma ilha de
patogenicidade. Essa toxina causa vacuolos na célula do hospedeiro,
levando a um efeito citotoxico semelhante ao observado pela toxina VacA,
de Helicobacter pylori (47). H&A também toxinas pouco encontradas em
APEC (em torno de 1%) (6, 19), como a a-hemolisina, codificada pelo gene
hlyA, que causa hemodlise no hospedeiro. Hemolisinas sédo produzidas por
diversas bactérias patogénicas, como Staphylococcus aureus e
Streptococcus pyogenes. Em APEC, a a-hemolisina é secretada por um
sistema de secrecao do tipo | (22, 45). O fator de citoxicidade necrosante,
codificado pelo gene Cnfl/2 (12), e a serino-protease codificada pelo gene
sat (26), também sdo pouco encontradas em APEC. Ensaios de cepas
contendo esses genes mostraram citotoxicidade para células VERO.

1.3.6. Outros fatores de viruléncia

Além dos fatores anteriormente descritos, existem diversos outros,
entre esses alguns ainda sem classificagdo, como 0 gene pic, que possui
atividade serino-protease (27), e a ilha de patogenicidade malX que, além de
ser um marcador de viruléncia, contribui na patogenicidade de APEC (30).

1.4. Acepa APEC MT 78
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Entre as diversas cepas APEC estudadas, uma bastante virulenta e
bem caracterizada € a cepa MT 78, isolada na Franca, em 1982 (15), da
tragueia de uma galinha com colibacilose associada a infeccdo com
Mycoplasma sp. Essa cepa vem sendo estudada pelo nosso grupo ha algum
tempo e mostrou-se virulenta em ensaios com macrofagos aviarios,
causando morte celular por apoptose (29).

Em outro estudo do nosso grupo, no qual véarias cepas virulentas
foram testadas em ensaios de invasao a fibroblastos aviarios de linhagem
(CEC-32), a cepa MT 78 foi a Unica que se mostrou invasiva, superando o
controle positivo Salmonella typhimurium SL1344 (40). Também nesse
estudo as cepas foram testadas para 33 genes associados a viruléncia, e a
MT 78 apresenta 20 deles, pelo menos um de cada uma das categorias
anteriormente descritas (exceto toxinas) (40):

- Adesinas: crl, fimC e hrlA/hek;

- Invasinas: gimB e ibeA;

- Sistemas de aquisi¢cao de ferro: chuA, fyuA , ireA , iroN ,irp2 , iucD , sitD
chr e sitD ep;

- Fatores de resisténcia ao soro: iss, neuC, kpsMT I, ompA e traT,;

- Qutros: cvi/cva e Rpai.

O fato de essa cepa ser invasiva e possuir tantos fatores de viruléncia
nos faz perguntar qual desses genes, se algum deles em especial, é
essencial para que a cepa seja capaz de invadir as células CEC-32. Além
disso, a cepa MT 78 surge como um potencial modelo para estudos de
gendmica em APEC, uma vez que possui diversos genes associados a

viruléncia.
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1.5. Atécnica de Mutagénese Marcada com Assinatura (STM)

Uma das técnicas mais atrativas para estudos genbmicos de
microrganismos € a Mutagénese Marcada com Assinatura (STM, do inglés
Signature Tagged Mutagenesis) (41). A técnica de STM foi descrita em
1995, por Hensel et al. (28), quando 1152 mutantes de S. typhimurium,
carregando sequéncias unicas de DNA (tags), foram divididos em 12 pools
(conjuntos) e inoculados em camundongos. Quarenta desses mutantes néo
foram recuperados apOs a inoculacdo dos camundongos. A regido
flanqueadora das tags inseridas em 28 desses 40 mutantes foi sequenciada.
Foram encontrados genes ja descritos para S. typhimurium, genes descritos
para E. coli, sequéncias simulares a genes descritos para bactérias e
sequéncias desconhecidas (28). Esse estudo foi muito importante porque
desenvolveu uma técnica que permitiu a identificacdo simultanea de genes
de viruléncia utilizando poucos animais.

Para APEC, foram desenvolvidos pelo menos dois trabalhos com
essa técnica. Um deles permitiu a deteccdo dos genes chuA e sitB (sistemas
de captacdo de ferro) na cepa APEC IMT 5155 (39), e o outro detectou a
adesina fimbrial Ygi (EXPEC Adesina I) nessa mesma cepa (3). Em cada um
desses estudos foi confeccionada uma biblioteca de 1800 mutantes,
divididos em pools, que foram infectados em galinhas. Aqueles mutantes
que nao foram recuperados apds a inoculacdo tiveram a sequéncia
flanqueadora de sua tag sequenciada.

A técnica de STM consiste na construcdo de uma biblioteca de
mutantes com uma assinatura molecular (tag), que € uma sequéncia de DNA

inserida no genoma da bactéria através de algum vetor, que pode ser um
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plasmideo carregando um transposon. E gerada, assim, uma mutagénese
nao direcionada, pois a tag pode inserir-se em qualquer parte do genoma.
Os mutantes sao divididos em pools para que se obtenha maior rendimento
das tags, ja que os pools séo testados separadamente e, dessa forma, nao
h& problema que haja tags iguais em pools diferentes. Os mutantes devem
passar por alguma forma de selecdo (nos estudos citados, infeccdo de
camundongos e galinhas), apos o que sao recuperados. O DNA dos
mutantes é extraido e as tags sdo amplificadas por PCR. As tags sao
amplificadas mais uma vez com marcacao (radiacdo ou fluorescéncia). Esse
procedimento é feito com o pool de bactérias que € inoculado e com o pool
gue é recuperado apos a infec¢do. O objetivo da técnica é detectar quais 0s
mutantes que estdo presentes no pool de infeccdo e ausentes no pool de
recuperacdo, e essa identificacdo € feita através da comparacdo das tags
amplificadas. Para isso, € feita uma hibridizacdo DNA-DNA (dot blot) com
cada pool (infeccdo e recuperacdo) e o0s sinais da hibridizagcdo sé&o
comparados. Aguelas tags que emitiram sinal no pool de infeccdo, mas nao
emitiram no pool de recuperagcdo, devem estar inseridas em algum gene
importante para a viruléncia, pois o mutante ndo colonizou o hospedeiro no
ensaio de selecdo. As sequéncias que flanqueiam a tag sdo, entao,
determinadas por sequenciamento. Sao utilizados bancos de dados para
comparar as sequéncias encontradas com as ja existentes, assim € possivel
descobrir a fungdo do gene interrompido pela tag, se esse gene ja foi
descrito para outro organismo, se ha alguma homologia do gene encontrado

com algum outro ja descrito, ou se esse gene € completamente novo.
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A técnica de STM é promissora por permitir uma triagem (screening)
aleatéria e simultanea de todo o genoma de microrganismos, possibilitando
a identificacdo de genes de viruléncia e podendo ser aplicada de varias
maneiras, seja in vivo ou in vitro.

1.6. Objetivo

O objetivo geral desse estudo é a constru¢cdo de uma biblioteca de
mutantes da cepa MT 78 e a aplicacdo da técnica de STM para essa
biblioteca através de ensaios de invasdo a células aviarias nao-fagocitarias
(fibroblastos de linhagem CEC-32) in vitro.

Os objetivos especificos sdo [1] confeccionar uma biblioteca de
mutantes da cepa MT 78, [2] padronizar a técnica de STM in vitro e [3]
selecionar mutantes incapazes de invadir células aviarias ndo-fagocitarias in

vitro para futuros experimentos in vivo.
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ABSTRACT

Avian pathogenic Escherichia coli (APEC) are the agent of the colibacillosis
in poultry. No pathotype has been established for APEC, but there are
several genes associated with virulence described for this bacteria. Among a
few well-studied APEC strains, MT 78 presents 20 out of 33 tested virulence-
associated genes, causes cellular death in avian macrophages and is able to
invade non-phagocytic cells (Chicken fibroblast cell line CEC-32). To
investigate which gene(s) of MT 78 is(are) essential for the invasion of non-
phagocytic cells by this strain, we have built a library with 1,800 mutants of
this strain through signature tagged mutagenesis (STM). We did invasion
tests with half of the mutants. These tests consist in infecting chicken
fibroblasts and recovering intracellular bacteria after four hours. The other
half of mutants also will be tested; mutants DNA will be extracted and it will
be possible to detect which were not recovered intracellularly. These mutants
will be investigated because they have lost the capacity to invade non-

phagocytic cells. It will be possible to discover which gene was mutated, and
18



27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

we will do molecular tests with attenuated mutants. The main results of this
paper are the production of the mutants library and the standardization of the
STM technique in vitro.

1. INTRODUCAO

A infeccdo de aves por E. coli foi descrita pela primeira vez em 1894,
por Lignieres e, em 1954 e 1955, Wassermann et al. e Fahey,
respectivamente, isolaram E. coli dos sacos aéreos de aves com doenca
respiratoria (13). Trata-se da colibacilose, a infeccdo mais comum em aves,
gue pode se manifestar de varias formas, como peritonite do ovo, onfalite,
sindrome da cabeca inchada, celulite e colissepticemia, essa Ultima sua
manifestacdo mais grave (13). A colissepticemia afeta galinhas, perus e
patos de 4 a 12 semanas, e € caracterizada por pericardite, peri-hepatite,
aerossaculite, sinovite, peritonite, conjuntivite e enterite (1, 5, 13). Aves
selvagens, domésticas e ornamentais podem ser afetadas, normalmente
apos uma prévia infeccdo bacteriana (por Mycoplasma sp.) ou viral (pelo
Virus da doenca de Newcastle ou da bronquite infecciosa, por exemplo) (4,
13). Pelo fato dessa doenca causar prejuizos significativos na avicultura em
todo o mundo (9), varios grupos de pesquisa vem investigando as bases
moleculares da colibacilose aviaria, bem como a interacdo patégeno-
hospedeiro entre as aves e as cepas APEC e os perfis patogénicos,
fenotipicos e genotipicos dessas bactérias.

N&o existe, até o momento, nenhum marcador do patotipo de APEC
(9). Entretanto, hd uma série de fatores de viruléncia descritos para APEC.
Entre eles, incluem-se adesinas, invasinas, fatores de resisténcia ao soro,

sistemas de aquisi¢éo de ferro, toxinas, entre outros (3).
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Entre as diversas cepas APEC estudadas, uma bastante virulenta e
bem caracterizada é a cepa MT 78, que foi isolada da traqueia de uma
galinha com colibacilose, associada a infeccdo com Mycoplasma sp., na
Franca (8). Estudos mostraram que a cepa apresenta grande capacidade de
adesao e invasao em fibroblastos de linhagem (15) e é capaz de ativar o
mecanismo de morte celular por apoptose em macréfagos aviarios (11).
Além disso, apresenta 20 entre 33 genes associados a viruléncia testados,
pelo menos um de cada uma das categorias anteriormente descritas (exceto
toxinas) (15).

O fato de essa cepa ser invasiva e possuir tantos fatores de viruléncia
nos faz perguntar qual desses genes, se algum deles em especial, é
essencial para que a cepa seja capaz de invadir as células CEC-32. Uma
das ferramentas que pode ser utilizada para responder a essa pergunta € a
técnica de mutagénese marcada com assinatura (STM, do inglés Signature
Tagged Mutagenesis), descrita por Hensel et al. (10).

Para APEC, foram desenvolvidos pelo menos dois trabalhos com
essa técnica. Um deles permitiu a deteccdo dos genes chuA e sitB (sistemas
de captacdo de ferro) na cepa APEC IMT 5155 (14), e o outro detectou a
adesina fimbrial Yqi (EXPEC Adesina |) nessa mesma cepa (2). Em cada um
desses estudos foi confeccionada uma biblioteca de 1800 mutantes,
divididos em pools, que foram infectados em galinhas. Aqueles mutantes
que nao foram recuperados apds a inoculacdo tiveram a sequéncia
flanqueadora de sua tag sequenciada.

A técnica de STM é tdo promissora por permitir uma triagem aleatéria

e simultdnea de todo o genoma de microrganismos, possibilitando a
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identificacdo de genes de viruléncia e podendo ser aplicada de varias
maneiras, seja in vivo ou in vitro.

Portanto, o objetivo desse estudo € a construcdo de uma biblioteca de
mutantes da cepa MT 78 e a aplicacdo da técnica de STM para essa
biblioteca através de ensaios de invasao a células aviarias nao-fagocitarias
(fibroblastos de linhagem CEC-32) in vitro.

2. CEPAS, PLASMIDEOS, CONDICOES DE CRESCIMENTO E
CONSERVACAO

A cepa APEC MT 78 (02:K1) foi utilizada para a constru¢cdo de uma
biblioteca de mutantes e para 0s ensaios de invasdo. Essa cepa é
naturalmente resistente a baixas concentracdes (iguais ou menores que 30
png/mL) do antibiético acido nalidixico, e sensivel aos antibiéticos ampicilina e
canamicina.

A cepa E. coli S17-1 Apir foi utilizada como aceptora e doadora dos
plasmideos (14). Essa cepa, quando sem plasmideos, é sensivel aos trés
antibiéticos anteriormente mencionados.

O plasmideo utilizado para transformar a cepa E. coli S17-1 Apir foi o
vetor pUT associado a transposons do tipo mini-Tn5km2, formando
plasmideos pUTmini-Tn5km2 (Fig. 1). O vetor pUT contém, entre outros, o
gene de resisténcia a ampicilina (7). O transposon mini-Tn5km2 contém o
gene de resisténcia a canamicina (6), além de uma sequéncia de 80 pares
de bases (pb), sendo 40 pb variaveis flanqueadas por 40 pb constantes. As
40 pb variaveis sdo a tag, ou seja, a sequéncia que vai diferenciar cada
mutante de um mesmo pool; jA os 40 pb constantes, divididos em 20 pb

upstream e 20 pb downstream, servem como molde para a amplificacdo da
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tag (14). Foi utilizado nesse estudo um total de 90 plasmideos, cada um
contendo uma tag diferente.

O plasmideo pUTmini-Tn5km2 € um sistema de entrega que permite a
incorporacdo do transposon Tn5km2 no genoma da bactéria. Essa
incorporacao so6 ocorre, entretanto, na MT78, pois na cepa E. coli S17-1 Apir
o plasmideo mantém-se viavel no citoplasma da bactéria. Portanto, apos a
transformacao da E. coli S17-1 Apir, essa cepa torna-se resistente aos dois
antibioticos cujos genes de resisténcia estdo no plasmideo (ampicilina e
canamicina) (Fig. 2a), ao passo que a MT78, apds a conjugacao com a E.
coli S17-1 Apir transformada, torna-se resistente apenas ao antibiético cujo
gene de resisténcia esta no transposon (canamicina) (Fig. 2b), sendo o teste
de susceptibilidade a ampicilina uma forma de detectar a incorporacédo do
transposon ao genoma dessa cepa.

O crescimento das bactérias ocorreu em meio Luria-Bertani (LB) caldo
ou agar ou agar MacConkey, suplementados, quando necessario, de
ampicilina (50 pg/mL), canamicina (50 pg/mL) e/ou acido nalidixico (30
pug/mL), sempre a 37° C. Os estoques dos mutantes da cepa MT 78 foram
conservados em caldo LB com canamicina e acido nalidixico em 20% de
glicerol a -80° C. Os estoques de E. coli S17-1 Apir transformada foram
conservados em caldo LB com canamicina e ampicilina em 20% de glicerol a
-80° C.

3. CONFECCAO DE CELULAS COMPETENTES

Para que seja feita a transformacéo pelo método de eletroporacao, é
necessario o uso de células competentes. A partir de pré-indculo da cepa E.

coli S17-1 Apir crescido a 37° C com agitagcdo constante de 160 rev/min
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overnight, 1 mL foi inoculado em 100 mL de caldo LB, e incubado a 37° C
sob agitacdo constante de 180 rev/min até a fase log de crescimento
(densidade optica a 600 nm 0,74). Atingida essa fase, o indculo foi colocado
no gelo por 30 minutos, e apods centrifugado a 4000 x g por 15 minutos a 4°
C. O sobrenadante foi descartado, e o sedimento foi lavado duas vezes com
50 mL de glicerol 10% gelado. As células foram ressuspendidas em caldo
LB, aliquotadas e armazenadas a -80° C.

4. ELETROPORACAO

Foram realizadas 90 eletroporacbes para que os diferentes
plasmideos pUTmini-Tn5km2 contendo as 90 tags transformassem a cepa
E. coli S17-1 Apir. Para cada eletroporacdo, foram usados 50 pL células
competentes e 5 pL de plasmideo. O pulso foi de 2,5 V, seguido de
incubacédo por 1 minuto em meio LB a 37° C. Apds a incubacao, 100 uL das
bactérias eletroporadas foram plaqueados em agar LB com ampicilina (50
pg/mL) e canamicina (50 pug/mL), e incubados a 37° C durante a noite.

5. EXTRAGAO DE PLASMIDEOS

Para confirmar o sucesso das eletroporacdes, foram feitas extracdes
de plasmideos de todas as 90 cepas E. coli S17-1 Apir transformadas,
através do método de minipreparacao de plasmideos, descrito em Sambrook
e Russell (16). Um volume de 1,5 mL de E. coli S17-1 transformada crescida
em caldo LB contendo ampicilina (50 pg/mL) e canamicina (50 pg/mL) foram
centrifugados a 13400 x g por 1 minuto. O sobrenadante foi descartado, e o
sedimento foi ressuspendido em 100 pL da solucédo | (glicose 0,9%; Tris
0,3% e EDTA 0,37% - m/v). No gelo, 200 pL da solucao Il (SDS 1% e NaOH

0,2 M - preparada na hora) foram adicionados, e o tubo foi invertido 5 vezes.

23



152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

Depois, foram adicionados 150 pL da solucao Il (acido acético glacial 11,5%
- vlv - e acetato de potassio 29,5% - m/v), e o tubo foi invertido 5 vezes
novamente. A amostra foi mantida no gelo por 5 minutos e centrifugada por
5 minutos a 13400 x g. O sobrenadante foi coletado e transferido para outro
tubo, onde foram adicionados 450 pL de cloroférmio, seguido de agitacéo
em vortex e centrifugacdo a 13400 x g por 2 minutos. O sobrenadante foi
coletado e transferido para outro tubo, onde o DNA foi precipitado com um
mesmo volume de isopropanol, seguido por agitacdo em vortex e
centrifugacéo a 13400 x g por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado, e
o sedimento foi lavado com etanol 70% gelado, seguido de centrifugacdo a
13400 x g por 2 minutos. O sedimento foi seco e ressuspendido em 30 pL de
Tris-HCI 10 mM (pH 8,0) e 1 pL de RNase 20mg/mL. As amostras sofreram
eletroforese em gel de agarose 0,8% (m/v) submetido a 100 V por cerca de 1
hora.

A Figura 3 representa um dos géis de agarose com plasmideos
extraidos.

6. CONJUGACAO

Para transferir os diferentes plasmideos inseridos nas E. coli S17-1
Apir para a cepa MT 78 foram realizadas 90 conjugacdes, uma para cada
plasmideo. Foram testados diversos tempos para o0 método descrito em (14).
Os melhores resultados foram obtidos no tempo de 6 horas. Para a
conjugacéao, 400 pL de inoculo da cepa E. coli S17-1 Apir transformada e 400
pL de inoculo da cepa MT 78 foram misturados e centrifugados a 13400 x g
por 1 minuto. O sedimento foi ressuspendido em 10 pL de solucéo salina. O

homogeneizado de bactérias foi plaqueado no centro de uma placa de agar
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LB sem antibioticos. A placa foi incubada a 37° C por 6 horas (com o agar
para baixo). Apés a incubacao, as colbnias foram coletadas, ressuspendidas
em 100 pL de solucdo salina e plagueadas em agar MacConkey com
canamicina (50 pg/mL) e acido nalidixico (30 pg/mL). As placas foram
incubadas a 37° C durante a noite.

7. ORGANIZACAO DA BIBLIOTECA DE MUTANTES

Os 90 plasmideos utilizados sdo nomeados por uma letra de A a H,
seguida de um numero, de 1 a 12, da mesma forma que 0s poc¢os de uma
microplaca de 96 pocos. Para cada plasmideo, uma amostra de E. coli S17-
1 Apir foi transformada. A conjugacdo com MT 78 foi feita com cada E. coli
S17-1 Apir transformada. Do resultado de cada conjugacdo, 20 colbnias
foram selecionadas aleatoriamente, totalizando 20 x 90 mutantes. Cada
grupo de 90 mutantes, contendo 90 tags diferentes, foi armazenado em uma
microplaca de 96 pocos, formando um pool. Foram confeccionados,
portanto, 20 pools de mutantes, que foram numerados de 1 a 20. As
amostras do pool 1 sdo 1A1, 1A2, ..., 1H; as do pool 20 sdo 20A1, 20A2, ...,
20H6.

8. CULTURA DE FIBROBLASTOS

Foi cultivada, in vitro, uma linhagem transfectada estavel de
fibroblastos embrionarios aviarios, CEC-32 (12), doadas pelo Prof. Bernd
Kaspers (Universidade de Munique, Munique, Alemanha), para 0os ensaios
de invasdo com os mutantes. Essas células foram usadas como um modelo
de células néo-fagocitarias (15). As células foram mantidas em estufa imida,
a 37° C com 5% de CO,, em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium

(DMEM) com 10% de soro fetal bovino. O cultivo se deu em garrafas de
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cultura com superficie de 25 cm? ou 75 cm?, de acordo com a quantidade de
células. Para os experimentos, foram plaqueadas 2 x 10° células por poco,
em placas de 24 pocos, para atingir, apés dois dias, um total aproximado de
5 x 10° células por poco, ideal para os ensaios de invasdo (15).

9. ENSAIOS DE INVASAO

Foram realizados ensaios de invasao das células CEC-32 com 10 dos
20 pools de mutantes (pools pares). Para cada pool os mutantes foram
crescidos individualmente, em caldo LB com canamicina (50 pg/mL) e acido
nalidixico (30 pg/mL), em uma placa de 96 pocos durante a noite (14).
Depois, o pool de mutantes foi misturado e crescido em erlenmeyer, a 37° C
sob agitacdo de 200 rev/min, até o inicio da fase exponencial (densidade
Optica de aproximadamente 0,4 a 600 nm), quando o numero de bactérias
por mL de inéculo é de aproximadamente 2 x 10%. Uma aliquota de 100 pL
do in6culo foi plagueada em agar LB com canamicina (50 pg/mL) e acido
nalidixico (30 pg/mL) para a obtencdo dos mutantes presentes no pool de
infeccéo.

Foi feito o calculo para multiplicidade de infeccdo (MOI) de 200
bactérias por célula. O volume desejado de bactérias foi centrifugado a 4000
X g por 10 minutos e o sedimento foi ressuspendido em um determinado
volume de meio DMEM com 10% de soro fetal bovino, de modo que cada
poco de células fosse infectado com 100 pL da suspenséo. As células foram
lavadas com tampao fosfato salina (PBS) e infectadas com um total de 500
puL de meio, com ou sem bactérias (controles), e incubadas por 1 hora em
estufa umida a 37° C com 5% de CO,. Apds esse tempo, o meio foi

removido e as células foram lavadas trés vezes com PBS. Foram
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adicionados 500 pL de meio com 50 pg/mL de gentamicina, para matar
qualquer bactéria que tenha permanecido extracelular. As células foram
incubadas por mais 3 horas e entdo lisadas com Triton X-100 (Sigma,
Streinheim, Alemanha) 1% (v/v) por 5 minutos a temperatura ambiente (15).
O lisado foi plaqueado nas concentracées de 10°, 10" e 102 em &gar LB
com canamicina (50 pg/mL) e acido nalidixico (30 ug/mL), para a obtencéo
de amostras dos mutantes capazes de invadir os fibroblastos (pool de
recuperacao).

O resultado dos ensaios de invasdo foram placas com
aproximadamente 10° coldnias nas concentracdes de 10° dos pools de
recuperagdo, e um n° incontavel de colbénias nas placas dos pools de
infeccdo. Essa quantidade de colbnias deve ser suficiente para garantir a
presenca de ao menos uma colonia representativa de cada um dos mutantes
presentes nas amostras.

As Figuras 4, 5 e 6 mostram algumas das placas dos ensaios de
invasao.

10. REACAO DE PCR

As 90 tags dos plasmideos foram amplificadas por PCR e utilizadas
como sondas na confec¢cdo das membranas para a reacdo de dot blot. O
DNA molde das reacdes foram os plasmideos extraidos das amostras de E.
coli S17-1 Apir transformadas. Foram utilizados os oligonucleotideos
iniciadores P2 & TACCTACAACCTCAAGCT 3 e P4 5
TACCCATTCTAACCAAGC 3’ (14). A reacao seguiu as mesmas condicoes
de Antdo (2). As amostras foram visualizadas em gel de agarose 2% (m/v)

submetido a 40 V por cerca de 2 horas.

27



252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

262

263

264

265

266

267

268

269

270

271

272

273

274

275

A Figura 7 mostra um gel de agarose com as tags de algumas
amostras amplificadas.

11. CONFECQAO DAS MEMBRANAS PARA DOT BLOT

Para as reacOes de dot blot que ainda serdo realizadas, foram
preparadas 6 membranas de nylon (GE nylon, Positively Charged Transfer
Membrane). O DNA fixado as membranas foram as tags amplificadas e
desnaturadas (fervura por 10 minutos) dos 90 plasmideos. O desenho de
uma placa de 96 pocos foi feito a lapis nas membranas, com divisdes de 1
cm?. Cinco microlitros de cada uma das tags amplificadas foram pipetados
Nos seus espacos correspondentes nas membranas, que foram submetidas
a temperatura de 80° C por 2 horas para a fixacdo do DNA.

12. DISCUSSAO

Os principais resultados desse trabalho sdo a padronizacdo das
técnicas para a confeccdo da biblioteca de mutantes, e a construcdo da
biblioteca em si.

Antes de optar definitivamente pelo acido nalidixico como antibiético
de selecdo na conjugacdo, foi testada a tetraciclina. A cepa MT 78 é
resistente a tetraciclina, enquanto a E. coli S17-1 Apir é sensivel. Porém a
tetraciclina € um antibiético que degrada rapidamente na presenca da luz, o
que dificultou o seu uso.

O uso de agar MacConkey na conjugacéo, ao invés de agar LB, como
usado por Li et al. (14), foi uma opg¢do quando descobriu-se haver uma
diferenca de coloragéo entre as colonias da MT 78 e da E. coli S17-1 Apir, o

que facilitou a visualizacéo e a selecdo dos mutantes.
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Trés tempos diferentes de incubacéo foram testados para o método
da conjugacéo: 6 horas, 8 horas e ~16 horas durante a noite. Os tempos de
8 e 16 horas de incubacé&o resultaram em crescimento nulo, contrariando o
resultado de Li et al. (14). Ja o tempo de 6 horas resultou em crescimento de
cerca de 100 colonias de mutantes por placa.

Diversos experimentos foram feitos ao longo do trabalho para
comprovar a eficacia e a durabilidade dos antibiéticos escolhidos. Diversas
vezes tentou-se repicar a cepa MT 78 em meio contendo canamicina, mas
nao houve crescimento em nenhuma das tentativas, nem mesmo quando
foram usadas placas de agar com o antibidtico preparadas ha mais de um
meés, 0 que comprova a eficacia e a durabilidade da canamicina.

Para os ensaios de invasdo, foi testado centrifugar as placas de
células a 500 x g por 10 minutos apés a infeccdo, para que a adesdo entre
as células e as bactérias fosse mais rapida, mas o resultado foi semelhante
ao encontrado em infeccdo sem centrifugacéo, por isso esse recurso nao foi
utilizado. Ainda sobre 0s ensaios de invaséo, os resultados obtidos estdo de
acordo com os encontrados por Matter et al. (15), e o numero final de
colénias recuperadas das células (10.000 sem diluicdo) € o semelhante ao
obtido por Li et al. (14).

Além dos ensaios de invasao com o0os demais 10 pools de mutantes
ainda nao-testados, serdo realizados ensaios de competitividade entre a
cepa selvagem e os mutantes atenuados por viruléncia.

Existe a possibilidade, também, de utilizar a biblioteca de mutantes

para uma triagem aumentando a chance de obter mutantes atenuados

29



300

301

302

303

304

305

306

307

308

309

310

311

312

313

314

315

316

317

318

319

320

321

devido a maior complexidade dos sistemas de defesa e barreiras
imunologicas do modelo animal em relacdo ao modelo celular.

Apo6s concluidos todos os ensaios de invasdo in vitro, o DNA dos
mutantes recuperados serd extraido, e serd feita hibridizacdo DNA-DNA (dot
blot) para identificar quais deles invadiram fibroblastos aviarios CEC-32 (14).
Os mutantes ausentes nos pools de recuperagdo devem ter tido sua
viruléncia atenuada pela tag inserida no seu genoma, sendo incapazes de
invadir os fibroblastos CEC-32. Esses mutantes serdo sequenciados para
que se descubra qual regido do genoma foi interrompida pela tag (14).

Tais experimentos poderao [1] identificar genes da MT78 essenciais a
invasdo de células ndo-fagocitarias [2] levar a identificacdo de novos genes
de viruléncia para APEC; [3] identificar, em APEC, genes de viruléncia
descritos para outras bactérias; [4] encontrar algum gene que possibilite a
caracterizacdo de uma cepa APEC frente a outras EXPEC.

Independentemente de resultados futuros, esse trabalho possibilitou a
criacdo de uma biblioteca de mutantes que podera ser usada em diversos
outros experimentos, permitiu o desenvolvimento de novos protocolos de
conjugacéao e confeccdo de mutantes e reproduziu resultados de ensaios de
invasdo de fibroblastos aviarios obtidos em outros trabalhos. Portanto,
representa uma forma de melhor entender a cepa MT 78, bem como da

relacdo dessa cepa com o seu modelo in vitro de invaséo celular.

30



322

323

324

325

326

327

328

329

330

331

332

333

334

335

336

337

338

339

340

341

342

343

344

345

REFERENCIAS

1.

Allan, B. J., J. V. v. d. Hurk, and A. A. Potter. 1993. Characterization
of Escherichia coli isolated from cases of avian colibacillosis.
Cannadian Journal of Veterinary Ressearch 57:146-151.

Antdo, E.-M., C. Ewers, D. Gurlebeck, R. Preisinger, T. Homeier,
G. Li, and L. H. Wieler. 2009. Signature-Tagged Mutagenesis in a
Chicken Infection Model Leads to the Identification of a Novel Avian
Pathogenic Escherichia coli Fimbrial Adhesin. PLoS One 4:1-14.
Barbieri, N. L. 2010. Resisténcia a antibiéticos, prevaléncia dos
fatores associados a viruléncia, tipagem filogenética e perfil
filogenético de isolados de Escherichia coli patogénica aviaria
(APEC). UFRGS, Porto Alegre.

Barnes, H. J., J. P. Vaillancourt, and W. B. Gross. 2003.
Colibacillosis, p. 631-656. In Hofstad (ed.), Diseases of Poultry. lowa
State University Press, Ames.

Cheville, N. F., and L. H. Arp. 1978. Comparative pathologic findings
of Escherichia coli infection in birds. Journal of the American
Veterinary Medicine Association 173:584-587.

De Lorenzo, V., M. Herrero, U. Jakubzik, and K. N. Timmis. 1990.
Mini-Tn5 Transposon Derivates for Insertion Mutagenesis, Promoter
Probing, and Chromosomal Insertion of Cloned DNA in Gram-
Negative Eubacteria. Journal of Bacteriology 172:6568-6572.

De Lorenzo, V., and K. N. Timmis. 1994. Analysis and Construction

of Stables Phenotypes in Gram-Negative Bacteria with Tn5- and

31



346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

366

367

368

369

10.

11.

12.

13.

14.

Tnl10-Derivated Minitransposons, p. 386 - 405. Genetics and
Regulation.

Dho, M., and J. P. Lafont. 1982. Escherichia coli Colonization of the
Trachea in Poultry: Comparison of Virulent and Avirulent Strains in
Gnotoxenic Chickens. Avian Diseases 26:787-797.

Dziva, F., and M. P. Stevens. 2008. Colibacillosis in poultry:
unravelling the molecular basis of virulence of avian pathogenic
Escherichia coli in their natural hosts. Avian Pathology 37:355- 366.
Hensel, M., J. E. Shea, C. Gleeson, M. D. Jones, E. Dalton, and D.
W. Holden. 1995. Simultaneous Identification of Bacterial Virulence
Genes by Negative Selection. Science 269:400-403.

Horn, F., S. Glodde, G. Li, K. D. Weyrauch, L. H. Wieler, and C.
Ewers. 2007. Colonization of chicken lung by avian pathogenic strais
of Escherichia coli is accompanied by apoptosis. X IUBMB
Conference e XXXVI Annual Meeting of the Brazilian Society for
Biochemistry and Molecular Biology. Salvador, Brazil.

Kaaden, O. R., S. Lange, and B. Stiburek. 1982. Establishment and
characterization of chicken embryo fibroblast clone LSCC-H32. In
Vitro 18:827-834.

La Regione, L. M., and M. J. Woodward. 2002. Virulence factors of
Escherichia coli serotypes associated with avian colisepticaemia.
Research in Veterinary Science 73:27-35.

Li, G., C. Laturnus, C. Ewers, and L. H. Wieler. 2005. Identification

of Genes Required for Avian Escherichia coli Septicemia by

32



370

371

372

373

374

375

376

377

378

379

15.

16.

Signature-Tagged Mutagenesis. Infection and Immunity 73:2818-
2827.

Matter, L. B., N. L. Barbieri, M. Nordhoff, C. Ewers, and F. Horn.
2010. Avian Pathogenic Escherichia coli MT78 invades chicken
fibroblasts. Veterinary Microbiology.

Sambrook, J., and D. W. Russell. 2001. Plasmids. In C. S. Harbor

(ed.), Molecular Cloning - A laboratory manual, vol. 1. New York.

33



380

381

382

383

384

ANEXOS

Amp/ '\

Kan'

tag 40pb
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sequéncias relevantes nesse estudo.
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Figura 3. Gel dos plasmideos F12, G1, G2, G4, G8 e G11 extraidos
da E. coli S17-1 Apir apos transformacéo. A canaleta “PM” é a do padréo de
peso molecular do genoma do fago A digerido com a enzima de restricao
Hindlll. A banda superior de cada amostra demonstra a presenca do

plasmideo torcido; a banda inferior, do plasmideo supertorcido.
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Figura 4. Pool de recuperacdo do pool 18 de mutantes.

Concentracdes: 10°, 10™ e 107?, da esquerda para a direita.
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Figura 5. Pool de infeccdo do pool 14 de mutantes. Concentracdes:

10% e 10, da esquerda para a direita.
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Figura 6. Controles do experimento, nos quais ndo ha crescimento de
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Figura 7. Tags amplificadas dos plasmideos Al, A2, A3, A4, A5, A6,

A8, A9, A10, A12, B2, B3 e B4. As tags das amostras F1, A7, All e B1
foram amplificadas em outra reacédo. O padrdo de peso molecular utilizado é
de 50 pb, sendo a banda mais intensa de 250 pb e cada fragmento acima ou
abaixo representa 50 pb a mais ou a menos. O fragmento amplificado possui
80 pb, correspondente as tags, de 40 pb, somadas as sequéncias fixas de
20 pb upstream e downstream. Nao houve amplificagdo no controle negativo

(CTR).
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3. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

O aperfeicoamento de técnicas ja existentes e a aprendizagem de
outras que nao eram antes desenvolvidas no laboratorio de Microbiologia
Celular levaram a padronizacéo das técnicas para a confeccéo da biblioteca
de mutantes, e a construcdo da biblioteca em si. Esses foram os principais
resultados desse trabalho.

A introducdo de novas metodologias experimentais em um laboratorio
permite novas abordagens para as pesquisas hele desenvolvidas.
Entretanto, ha dificuldades inerentes a esse processo, especialmente no
momento em que sao realizadas as atividades praticas. Por essa razao,
algumas etapas ainda ndo foram realizadas, mas os resultados atingidos
validam esse estudo como um trabalho de concluséo.

A proxima etapa a ser desenvolvida € a extracdo de DNA dos pools
de infeccdo e de recuperacao obtidos nos ensaios de invaséo ja executados.
Para isso, sera usado um protocolo que permite a extracdo de DNA de cerca
de 10'° células bacterianas (quantidade encontrada nos pools de infecc&o),
utiizando CTAB, proteinase K, fenol:.cloroformio:isomailalcool e outros
reagentes. O DNA extraido serd submetido a reacdo de PCR com os
oligonucleotideos iniciadores P2 e P4, para amplificacdo das tags. O DNA
amplificado passara por nova reacdo de PCR, dessa vez utilizando-se de
nucleotideos marcados com fluorescéncia. Seréa feita uma digestédo do DNA
fluorescente amplificado com Hindlll, para que sejam retiradas as

sequéncias de 20 pb up- e downstream, de modo que as tags fiquem

apenas com seus 40 pb para a hibridizacao (39).
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Utilizando as membranas de nylon com DNA fixado, ja produzidas,
como sondas, serd feita hibrizacdo DNA-DNA (dot blot) para cada amostra
de DNA extraido dos pools, e o resultado do pool de recuperacdo sera
comparado ao do pool de infeccdo para cada experimento (39). Desse modo
serdo identificados os mutantes presentes na infeccdo e ausentes na
recuperacao, ou seja, aqueles que néo invadiram os fibroblastos.

Mutantes ndo-invasivos resultam da viruléncia atenuada, devido a tag
inserida no seu genoma. E a partir da identificacdo desses mutantes que
serdo definidos os rumos desse trabalho, que visa identificar qual(is) é(sao)
0(s) gene(s) essencial(is) para que a cepa APEC MT 78 invada fibroblastos

aviarios de linhagem CEC-32.
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