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RESUMO 

Escherichia coli patogênica aviária (APEC) é o agente etiológico da colibacilose, 

doença que acomete galinhas, patos, perus e outras aves, principalmente entre a 

2ª e a 12ª semana de vida. Existem diversos estudos sobre genes associados à 

virulência de APEC, mas eles ainda não são capazes de explicar todos os 

fenótipos de APEC. Portanto, outros genes associados à virulência – ainda não 

descritos – devem estar presentes em APEC. Para descobrir novos genes 

associados à virulência em APEC, uma cepa invasiva foi usada para a construção 

de uma biblioteca de 1.800 mutantes, através da técnica de mutagênese marcada 

com assinatura, que insere transposons aleatoriamente no genoma da bactéria. 

Os mutantes foram selecionados em um ensaio de invasão in vitro a fibroblastos 

aviários da linhagem CEC-32. A sequência dos transposons inseridos nos 

mutantes permite a identificação daqueles mutantes que não foram capazes de 

invadir os fibroblastos. Até agora, 11 de 20 pools de 90 mutantes cada foram 

analisados, e 48 mutantes parecem ter perdido a capacidade invasiva, ou seja, 

tiveram sua virulência atenuada. Os demais pools já foram selecionados e terão 

seu DNA analisado. Todos mutantes que possivelmente perderam sua 

capacidade invasiva serão testados novamente para confirmar seu fenótipo de 

virulência atenuada. Depois, a região contendo a sequência do transposon será 

sequenciada para que se descubra qual gene foi interrompido e é essencial para 

a virulência in vitro de APEC. Essa biblioteca de mutantes também pode ser 

testada em modelos de seleção in vivo, de modo que é possível identificar, 

através da análise dos mutantes ausentes na seleção, genes de virulência 

essenciais para APEC em diferentes condições. 

 

Palavras-chave: Escherichia coli patogênica aviária, mutagênese marcada com 

assinatura, genes de virulência. 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

Avian pathogenic E. coli (APEC) is the causative agent of colibacillosis, a disease 

that affects poultry and other birds, mainly between two and twelve weeks of age. 

There are many studies about virulence-associated genes in APEC, but they do 

not fully explain all the APEC phenotypes. Therefore, other virulence-associated 

genes – not yet described – must be present in APEC strains. In order to find out 

new virulence genes, we made 1,800 random-transposons mutants of an APEC 

invasive strain using the signature-tagged mutagenesis method. The mutants were 

selected using an in vitro invasion assay to fibroblast cells. The sequence of the 

inserted transposons allows us to identify mutants that have lost the capacity of 

invade the cells. Until now, we tested eleven out of twenty pools of ninety mutants 

each, and forty-eight mutants appeared to have lost the invasive capacity. The 

other nine pools will be analyzed, and all the possible non-invasive mutants will be 

tested again to confirm the phenotype. Then, they will have the transposon-

inserted region sequenced in order to find out which gene has been disrupted and 

is essential to APEC in vitro invasiveness. The attenuated mutants can also be 

selected in vivo, so we would identify essential virulence genes to APEC under 

different conditions. 

 

Keywords: avian pathogenic Escherichia coli; signature-tagged 

mutagenesis; virulence genes. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Produção avícola no Brasil 

 A produção de carne de frango no Brasil foi de 13 milhões de toneladas em 

2011, número que confere ao Brasil o terceiro lugar no mundo em produção de 

carne de frango, atrás apenas da China (13,2 milhões de toneladas) e dos 

Estados Unidos da América (16,8 milhões de toneladas). Quase 70% dessa 

produção foi destinada ao consumo pelo mercado interno, atingindo uma média 

de 47,4 kg de carne de frango por pessoa, um valor recorde. Os estados da 

região Sul do Brasil são os principais responsáveis por essa produção, 

contribuindo com 61,53% da produção nacional (UBABEF 2012). 

 As exportações de carne de frango atingiram 4,8 milhões de toneladas em 

2011, número que mantém o Brasil como maior exportador mundial de carne de 

frango. O principal destino da carne exportada pelo Brasil são os países do 

Oriente Médio e da Ásia. O valor total da receita cambial, se somadas todas as 

formas de exportação (cortes, frango inteiro, frango industrializado e outras 

formas), foi de US$ 7,9 bilhões de dólares (UBABEF 2012). 

 O fato de a produção avícola no Brasil ser a de mais baixo custo do mundo 

(Alves, et al. 2006), e de os animais terem atingido um alto padrão de evolução 

genética faz com que as melhorias na cadeia produtiva estejam voltadas à saúde 

e à nutrição das aves, já que a seleção de aves com alta taxa de crescimento a 

partir de uma menor quantidade de alimentos têm tornado os animais mais 

suscetíveis a infecções por microrganismos (Swaggerty, et al. 2009), como o vírus 

Influenza, espécies de Salmonela e Escherichia coli. 
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 De acordo com a Portaria n° 210, de 10 de novembro de 1998, “Qualquer 

órgão ou outra parte da carcaça que estiver afetado por um processo inflamatório 

deverá ser condenado e, se existir evidência de caráter sistêmico do problema, a 

carcaça e as vísceras na sua totalidade deverão ser condenadas.” (Brasil 1998). 

Baseado nas estimativas feitas por Fallavena e colaboradores (Fallavena, et al. 

2000) e na produção brasileira de frango em 2011 (UBABEF 2012), a condenação 

de carcaças infectadas com E. coli teria sido de aproximadamente 27 mil 

toneladas de carne, o que corresponderia a quase US$ 12 milhões (Alves, et al. 

2006). Nesse sentido, este trabalho é focado na E. coli patogênica aviária, um dos 

principais agentes causadores de doenças infecciosas em aves. 

 

1.2. E. coli patogênicas 

   Escherichia coli é uma bactéria gram-negativa pertencente à família 

Enterobacteriaceae. Foi descrita pela primeira vez em 1855, por Theodor von 

Escherich, possui formato de bacilo, é um organismo anaeróbico facultativo não-

esporulado e é comensal do homem e de outros animais. 

 A maioria das cepas de E. coli não é patogênica, mas há um versátil 

subgrupo causador de infecções responsável por mortalidade e alto custo para os 

sistemas de saúde (Kaper, et al. 2004; Klemm, et al. 2010). Essas linhagens são 

altamente adaptadas e adquiriram atributos de virulência específicos que lhes 

conferiram habilidade de se adaptar a novos nichos e colonizar novos 

hospedeiros (Kaper, et al. 2004).  Tais atributos podem ser encontrados em 

elementos genéticos, podendo estar presentes em diferentes combinações, como 

plasmídeos, transposons, ilhas de patogenicidade e bacteriófagos (Kaper, et al. 



 

 

17 

 

2004). Para que um patógeno cause doença em um indivíduo saudável, é 

necessário que [1] se adapte e colonize o hospedeiro; [2] sobreviva no seu interior 

e se multiplique; [3] evada do seu sistema imunológico e [4] se dissemine a outros 

hospedeiros (Falkow 1991). Isso é possível graças aos fatores associados à 

virulência, que permitem à bactéria cumprir todas as etapas da infecção. 

 É possível dividir as E. coli patogênicas em dois grandes grupos, as 

patogênicas intestinais (InPEC, de Intestinal Pathogenic E. coli) e as patogênicas 

extraintestinais (ExPEC, de Extraintestinal Pathogenic E. coli). As InPEC são 

responsáveis pelas diarreias e podem apresentar diversas estratégias para invadir 

as células intestinais (Klemm, et al. 2010; Reis and Horn 2010). Como exemplos 

de InPEC, estão os subgrupos EPEC (E. coli enteropatogênica), ETEC (E. coli 

enterotoxigênica), EIEC (E. coli enteroinvasiva), EHEC (E. coli entero-

hemorrágica), EAEC (E. coli enteroagregativa), DAEC (E. coli difusamente 

aderente) e AIEC (E. coli aderente e invasiva). As ExPEC, por sua vez, são 

classificadas em três subgrupos: as causadoras de infecção do trato urinário 

(UPEC, de UroPathogenic E. coli);  as causadoras de meningite no neonato 

(NMEC, de Newborn Meningitis-associated E. coli); e as que causam colibacilose 

em aves (APEC, de Avian Pathogenic E. coli) (Kaper, et al. 2004). Apesar de 

colonizarem diferentes nichos e apresentarem estratégias de patogenicidade 

distintas, as E. coli patogênicas podem compartilhar genes de virulência. 

 

1.3. E. coli patogênicas aviárias 

A infecção de aves por E. coli foi descrita em 1894, por Lignieres. A 

bactéria E. coli foi isolada dos sacos aéreos de aves com doença respiratória em 
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1954 e 1955, por Wassermann et al. e Fahey, respectivamente (La Ragione and 

Woodward 2002).  Tratava-se da colibacilose, a infecção bacteriana mais comum 

em aves, que se manifesta de várias formas, como peritonite do ovo, onfalite, 

síndrome da cabeça inchada, celulite e colissepticemia, sendo a última a mais 

grave forma de manifestação (La Ragione and Woodward 2002). A 

colissepticemia afeta galinhas, perus e patos de 2 a 12 semanas, e é 

caracterizada por pericardite, peri-hepatite, aerossaculite, sinovite, peritonite, 

conjuntivite e enterite (ALLAN, et al. 1993; CHEVILLE and ARP 1978; La Ragione 

and Woodward 2002). Aves selvagens, domésticas e ornamentais podem ser 

afetadas, normalmente após uma infecção bacteriana (por Mycoplasma sp.) ou 

viral (pelo Virus da doença de Newcastle ou da bronquite infecciosa, por exemplo) 

(Barnes, et al. 2003; La Ragione and Woodward 2002). Devido aos prejuízos 

significativos à avicultura mundial causados pela colibacilose (Dziva and Stevens 

2008), vários grupos de pesquisa vêm investigando as bases moleculares da 

colibacilose aviária, bem como a interação patógeno-hospedeiro entre as aves e 

as cepas APEC e os perfis patogênicos, fenotípicos e genotípicos dessas 

bactérias. 

 As cepas de E. coli podem ser classificadas de diversas formas, sendo 

uma delas a determinação do sorogrupo. Para isso, é utilizada a identificação de 

antígenos somáticos (O, Öhne, LPS), capsulares (K, Kapsel), flagelares (H, 

Hauch) e fimbriais (F, Fimbriae), todos eles presentes na superfície bacteriana. 

Algumas cepas não podem ser sorotipadas, devido à perda parcial ou total da 

cadeia lipopolissacarídica (Ferreira and Knöbl 2000). Entre as APEC, os sorotipos 

mais comuns no hemisfério Norte são O1, O2, O8, O35 e O78 (La Ragione and 
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Woodward 2002). No Brasil, os sorotipos mais freqüentes são O2, O21, O36, 

O50, O78, O88, O119 e O152 (Ferreira and Knöbl 2000). Entretanto, em um 

trabalho recente, outros sorotipos considerados incomuns em APEC, como O6, 

O25, O46, O106, O111 e O143, mostraram-se mais prevalentes que os comuns. 

Esses sorotipos estão mais associados a ExPEC humanas, o que pode indicar 

uma capacidade das cepas humanas de colonizar aves (Knobl, et al. 2012). 

 Embora existam sorotipos mais associados às cepas APEC virulentas, não 

existe, até o momento, nenhum marcador do patotipo de APEC (Dziva and 

Stevens 2008). Sabe-se, no entanto, que ao menos uma adesina – para que a 

bactéria consiga se aderir aos sítios extra-intestinais do hospedeiro –, um fator de 

resistência ao soro – para que a bactéria consiga evadir do sistema complemento 

do hospedeiro – e um sistema de aquisição de ferro – para que a bactéria consiga 

sobreviver às baixas concentrações de ferro disponíveis nos líquidos biológicos 

do hospedeiro – são essenciais para que a bactéria apresente a capacidade de 

causar doença (Horn, et al. 2012). Além de genes pertencentes a essas três 

classes essenciais, as APEC apresentam genes distribuídos em outras classes, 

como toxinas e invasinas. Os genes associados à virulência mais importantes 

para APEC serão descritos a seguir. 

 

1.4. Fatores de virulência de APEC 

 

1.4.1. Adesinas 

 Conforme descrito por Gross (Gross 1961), o pulmão e os sacos aéreos 

são as principais portas de entrada de patógenos em aves, e o trato 
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gastrintestinal é um reservatório de cepas patogênicas e não-patogênicas de E. 

coli, devido ao comensalismo dessa bactéria com aves (Ewers, et al. 2009). A 

expressão de adesinas é uma forma de facilitar a passagem da bactéria do 

intestino para a corrente sanguínea, bem como a colonização dos pulmões da ave 

(Stordeur, et al. 2002). 

 

1.4.1.1. Adesinas fimbriais 

As adesinas mais estudadas e mais bem caracterizadas são as adesinas 

fimbriais. As fímbrias são filamentos ou apêndices de proteínas expressos na 

superfície celular das bactérias, de 1 µm de comprimento e 7 nm de largura, 

formadas por cerca de 1000 subunidades proteicas (Klemm, et al. 2010), e podem 

ser de diferentes tipos (Dziva and Stevens 2008). A fímbria mais comum em 

APEC é a fímbria do tipo 1 (fim), cuja maior subunidade é a proteína FimA; é 

codificada por um operon de 9 genes  (Klemm, et al. 2010), e está presente em 

mais de 70% das cepas APEC (Antao, et al. 2009b; Barbieri, et al. 2013; Dho-

Moulin and Fairbrother 1999; Ewers, et al. 2007). Na sua extremidade mais 

externa, encontra-se a proteína FimH, responsável pelo reconhecimento de 

moléculas de manose, que promove a aderência da bactéria às superfícies 

mucosas (Arné, et al. 2000). Outra fímbria importante para ExPEC é a fímbria P, 

codificada pelo operon pap. Em humanos, a fímbria P está associada à 

pielonefrite (Sauer, et al. 2000); em aves, à colonização dos órgãos internos 

depois do estabelecimento da infecção inicial (La Ragione and Woodward 2002; 

Pourbakhsh, et al. 1997b). Entretanto, a presença de fímbria P em APEC é cerca 

de 30% (Barbieri, et al. 2013), mas apenas 10% das APEC expressam seu 
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operon (Charles Dozois, comunicação pessoal). A fímbria F1C é uma estrutura 

semelhante à fímbria do tipo 1; é codificada pelo operon foc, e sua maior 

subunidade é a proteína FocA (Klemm, et al. 2010). A fímbria S é outra estrutura 

encontrada em APEC, embora esteja mais associada a NMEC (Antao, et al. 

2009b). É codificada pelo operon sfa, e pode ser associada à fímbria F1C no 

operon sfa/foc. Outra fímbria, presente em todas as APEC, é Curli (Barbieri, et al. 

2013; Ewers, et al. 2007), uma estrutura fina e enrolada. É codificada pelo operon 

csg, e sua maior subunidade é a proteína CsgA (Klemm, et al. 2010).  

 

1.4.1.2. Adesinas afimbriais 

A adesina afimbriada Tsh (temperature-sensitive haemagglutinin), da 

família dos autotransportadores secretados por bactérias Gram-negativas 

(Stathopoulos, et al. 1999), é importante para APEC por contribuir para as 

primeiras etapas da infecção, incluindo a colonização dos sacos aéreos (Dozois, 

et al. 2000). Além disso, Tsh é responsável pela aglutinação de hemácias em 

temperaturas inferiores a 26° C (Provence and Curtiss 1994). Outra adesina 

afimbriada é afa, codificada pelo cluster gênico afa-8, uma das adesinas 

afimbriais mais frequentes em E. coli patogênicas humanas, e está associada a 

cepas APEC pap-negativas (Dziva and Stevens 2008; Stordeur, et al. 2002). Essa 

adesina contribui para a virulência a pintos de 1 dia, e para a indução de 

colibacilose clássica da mesma maneira que as cepas pap-positivas (Stordeur, et 

al. 2004). 

 

1.4.2. Invasinas 
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A invasão às células do hospedeiro permite que a bactéria se multiplique 

ou permaneça em estado quiescente no interior das células (Falkow 1991). Até o 

momento, não foi elucidado o processo pelo qual APEC chega à circulação 

sanguínea (Dziva and Stevens 2008), mas experimentos in vitro e in vivo mostram 

que cepas APEC são capazes de sobreviver à ação de macrófagos (Mellata, et al. 

2003b; Pourbakhsh, et al. 1997a) e experimentos in vitro demonstram que pelo 

menos uma cepa APEC é capaz de invadir fibroblastos aviários (Matter, et al. 

2011).  

Entre os fatores de virulência envolvidos no processo de invasão por APEC 

a células de seu hospedeiro estão a proteína IbeA e o homólogo da proteína Tia, 

bem como os genes presentes na ilha de patogenicidade gimB. A proteína IbeA 

foi descrita em NMEC, e sua função é auxiliar na invasão da barreira hemato-

encefálica (Kim 2001). Em APEC a frequência desse gene é cerca de 20% 

(Barbieri, et al. 2013; Ewers, et al. 2007), e sua provável função é auxiliar na 

colonização do epitélio pulmonar (Cortes, et al. 2008; Germon, et al. 2005; Moulin-

Schouler, et al. 2006). A expressão do gene ibeA também está relacionada a um 

aumento da expressão da fímbria do tipo I e, consequentemente, à formação de 

biofilmes (Wang, et al. 2011). 

A proteína Tia foi descrita na E. coli enterotoxigênica, desempenhando o 

papel de aderência e invasão de células humanas íleo-cecais e epiteliais 

colônicas em cultura (Fleckenstein, et al. 1996). Em APEC, a proteína homóloga à 

Tia é codificada pelo gene tia, localizado em uma ilha de patogenicidade de 56 kb, 

a mesma que codifica o operon pap e outros fatores de virulência (Kariyawasam, 

et al. 2006). 
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A ilha de patogenicidade gimB, que é característica de NMEC, está 

associada à manutenção dos níveis de bacteremia característicos da meningite 

(Bonacorsi, et al. 2003). A frequência do gene gimB em APEC é cerca de 10% 

(Barbieri, et al. 2013; Ewers, et al. 2007). Apesar de ibeA e gimB aparecerem em 

baixas frequências em isolados de APEC, sua presença está correlacionada a 

índices mais altos de patogenicidade em pintos de 1 dia (Barbieri, et al. 2013). 

 

1.4.3. Fatores de resistência ao soro 

APEC têm sua virulência aumentada devido a fatores que oferecem 

resistência à ação do sistema complemento e à fagocitose mediada por 

opsonização (Nolan, et al. 2003). O plasmídeo colV é importante para a 

resistência ao soro, pois codifica o gene da colicina V - uma proteína importante 

na infecção de pintos de 1 dia (Zhao, et al. 2009) -, traT e iss, que supostamente 

protegem a membrana bacteriana do ataque do sistema complemento (Dziva and 

Stevens 2008). Acredita-se que a proteína TraT antagoniza a deposição de C3 

(Agüero, et al. 1984) e inibe a formação do complexo C5b6 (Pramoonjago, et al. 

1992). A proteína Iss desempenha um papel importante na resistência de APEC 

ao soro (Mellata, et al. 2003a), e sua presença é necessária para a virulência 

como um todo (Tivendale, et al. 2004). Entretanto, em estudo de transcriptoma 

realizado com a cepa APEC O1, comparando os genes expressos em caldo LB e 

em soro de galinha, o gene iss não mostrou expressão diferenciada entre as duas 

condições (Li, et al. 2011). 

Outro fator de virulência bastante prevalente em cepas ExPEC que 

também é encontrado em APEC é a cápsula K1 (La Ragione and Woodward 
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2002). A cápsula K1 é um polissacarídeo que contém ácido polissiálico e está 

associado a infecções extra-intestinais (Bliss, et al. 1996). Além disso, esse fator 

de virulência possui propriedade anti-fagocítica (Van Dijk, et al. 1979), pode estar 

envolvido na resistência ao soro (Stawski, et al. 1990) e é essencial para a 

penetração da barreira hemato-encefálica (Kim 2008). Tamanha é a importância 

da cápsula K1 que a sua presença é necessária para classificar uma cepa E. coli 

como NMEC (Kim 2003). Os genes envolvidos na síntese e na exportação da 

cápsula K1 são neuC e kpsMTII (Arrecubieta, et al. 2001; BREE, et al. 1989). Um 

recente estudo realizado pelo nosso grupo correlaciona a presença do gene 

kpsMTII a índices mais altos de patogenicidade em pintos de 1 dia (Barbieri, et al. 

2013). 

A proteína OmpA, presente na maioria das cepas APEC (Barbieri, et al. 

2013), faz parte da membrana externa de E. coli e outras enterobactérias. 

Desempenha função de adesina, invasina e serve, ao mesmo tempo, como alvo 

do sistema imunológico do hospedeiro e como fator de resistência ao soro. OmpA 

também é sítio de reconhecimento por vários bacteriófagos (Smith, et al. 2007). 

 

1.4.4. Fatores de aquisição de ferro 

A habilidade de sequestrar ferro dos tecidos corporais desempenhada 

pelas bactérias patogênicas é essencial para sua virulência, pois o ferro é 

utilizado na cadeia respiratória e está em baixas concentrações nos tecidos do 

hospedeiro. Em APEC, essa característica está associada à letalidade de pintos 

de 1 dia (de Brito, et al. 2003; Dho and Lafont 1984). Entre os sistemas 

sideróforos, o sistema da aerobactina é o mais bem caracterizado e foi descrito 
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em uma ilha de patogenicidade de Shigella (Vokes, et al. 1999). Um trabalho 

recente mostrou que o sistema da aerobactina é codificado também em uma 

região conservada de virulência de um plasmídeo do tipo ColV, pAPEC-O2-ColV 

(Johnson, et al. 2006). O sistema da aerobactina é composto pelo operon 

iucABCD e pelo gene iut, que codificam um sideróforo hidroxamato e o receptor 

férrico da aerobactina (Dziva and Stevens 2008; La Ragione and Woodward 

2002). A transformação de uma E. coli comensal com o plasmídeo contendo o 

sistema da aerobactina aumentou a letalidade da cepa para embriões aviários e a 

capacidade de colonização renal em camundongos (Skyberg, et al. 2006), 

demonstrando a importância desse sistema à virulência. Outro fator de aquisição 

de ferro, também encontrado em plasmídeos do tipo ColV, é a salmoquelina, 

codificada pelo operon iroBCDEN e necessária para a virulência in vivo de APEC 

(Caza, et al. 2008). Da mesma família da salmoquelina (sideróforos catecolatos), 

a enterobactina é outro sistema de aquisição de ferro, codificado pelo operon 

entABCDEF e cuja secreção pode ser essencial para a virulência de APEC, caso 

não haja nenhum outro sideróforo expresso pela cepa (Caza, et al. 2011). Uma 

das proteínas desse sistema, IroN, tem a sua expressão regulada de acordo com 

a presença de ferro no meio (Sorsa, et al. 2003). 

Outro sideróforo é o sistema transportador de ferro codificado pelo operon 

sitABCD. O sistema é composto por permeases, que aumentam a captura de 

ferro e manganês, contribuindo com a multiplicação bacteriana. Juntamente com 

a proteína MntH, o sistema medeia a resistência ao estresse oxidativo (Sabri, et 

al. 2008). Outros fatores sideróforos, como fyuA e irp2, foram primeiramente 

descritos em Yersinia enterocolitica, mas também são encontrados em InPEC e 
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APEC (La Ragione and Woodward 2002). O gene ireA, outro fator associado à 

captação de ferro, foi descrito em cepa UPEC e contribui para aumentar a invasão 

em bexiga de camundongos (Russo, et al. 2001). O gene chuA, receptor e 

utilizador de ferro heme em E. coli, foi descrito em APEC  através de experimento 

por STM in vivo (Li, et al. 2005), sugerindo seu papel na virulência. 

O fato de as APEC apresentarem sistemas de aquisição de ferro com 

funções redundantes em seu genoma reforça a importância desses sistemas para 

a virulência dessas bactérias. É necessário que ao menos um sistema sideróforo 

esteja funcional para que a bactéria consiga sobreviver às baixas concentrações 

de ferro disponível nos líquidos biológicos do hospedeiro. 

 

1.4.5. Toxinas 

 Bactérias patogênicas são capazes de produzir substâncias que, per se, 

são tóxicas ao hospedeiro. Entre as toxinas mais frequentes em APEC está a 

proteína Vat (Barbieri, et al. 2013; Ewers, et al. 2007), codificada pelo gene vat 

em uma ilha de patogenicidade. Essa toxina gera vacúolos na célula do 

hospedeiro, levando a um efeito citotóxico semelhante ao observado pela toxina 

VacA, de Helicobacter pylori (Parreira and Gyles 2003). Há também toxinas com 

baixa frequência em APEC (em torno de 1%) (Barbieri, et al. 2013; Ewers, et al. 

2007), como a α-hemolisina, codificada pelo gene hlyA, que causa hemólise no 

hospedeiro. Hemolisinas são produzidas por diversas bactérias patogênicas, 

como Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes. Em APEC, a α-

hemolisina é secretada por um sistema de secreção do tipo I (Finlay and Falkow 

1997; Nagai, et al. 1998). O fator de citoxicidade necrosante, codificado pelo gene 
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Cnf1/2 (De Ricke, et al. 1999), e a serino-protease codificada pelo gene sat 

(Guyer, et al. 2000), também são pouco frequentes em APEC. Ensaios com cepas 

que apresentam esses genes mostraram citotoxicidade para células VERO. 

 

1.4.6. Outros fatores de virulência 

 Além dos fatores anteriormente descritos, existem diversos outros, alguns 

ainda sem classificação, como o gene pic, que possui atividade serino-proteásica 

(Heimer, et al. 2004) – entretanto, sua presença está associada a uma diminuição 

na virulência a pintos de um dia (Barbieri, et al. 2013) –, e a ilha de 

patogenicidade malX que, além de ser um marcador de virulência, contribui com a 

patogenicidade de APEC (Johnson and Russo 2005). 

 Foram descritas, em APEC, proteínas inibidoras de lisozima, enzima 

importante na primeira linha de defesa de mamíferos e aves contra bactérias. 

Essas proteínas inibidoras de lisozima, ivy, pliG e mliC, possuem especificidade 

quanto ao tipo de lisozima presente no hospedeiro.  A ausência de mliC reduziu 

drasticamente a virulência de APEC em soro de galinha e in vivo (Vanderkelen, et 

al. 2012). 

 Recentemente, o gene luxS foi considerado importante na regulação da 

virulência de APEC através do mecanismo de quorum sensing. Sua ausência 

diminuiu a virulência de cepa APEC in vivo (Han, et al. 2013). 

 

1.5. A cepa APEC MT78 

 Entre as diversas cepas APEC estudadas, uma de alta virulência e bem 

caracterizada é a cepa MT78, isolada na França, em 1982 (Dho and Lafont 1982), 
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da traqueia de uma galinha com colibacilose associada à infecção por 

Mycoplasma sp. Essa cepa vem sendo estudada pelo nosso grupo e mostrou-se 

capaz de causar morte celular por apoptose em macrófagos aviários (Horn, et al. 

2007). Em ensaios in vivo, a cepa MT78 foi capaz de matar 7 de 18 frangos de 3 

semanas inoculados; nos demais, causou infecção sistêmica e lesão nos órgãos 

internos. Também foi detectada a presença da bactéria no cérebro de uma 

dessas aves (Barbieri et al., 2013, dados não publicados). 

 Em outro estudo do nosso grupo, no qual várias cepas virulentas foram 

testadas em ensaios de invasão de fibroblastos aviários de linhagem (CEC-32), a 

cepa MT78 foi a única que se mostrou invasiva, superando o controle positivo 

Salmonella enterica serovar Typhimurium SL1344. Também nesse estudo as 

cepas foram genotipadas quanto a 33 genes associados à virulência. A cepa 

MT78 apresentou 20 deles, sendo ao menos um de cada uma das categorias 

anteriormente descritas (exceto toxinas) (Matter, et al. 2011). Foram eles: 

adesinas (crl, fimC e hrlA/hek); invasinas (gimB e ibeA); sistemas de aquisição de 

ferro (chuA, fyuA, ireA, iroN, irp2, iucD, sitD chr e sitD ep); fatores de resistência 

ao soro (iss, neuC, kpsMTII, ompA e traT) e outros (cvi/cva e Rpai). 

 Analisando-se o perfil de genes de virulência das cepas não-invasivas , não 

foi possível encontrar diferenças entre a cepa MT78 e a cepa IMT2470 que, além 

de possuir todos os fatores de virulência presentes na MT78, possui três genes 

codificadores de adesinas (papC, tsh e mat), um de invasina (tia) e dois de 

toxinas (astA e vat) adicionais (Matter, et al. 2011). 

O fato de a MT78 ser a única cepa a apresentar comportamento invasivo, 

mesmo possuindo os mesmos genes de virulência de uma cepa não-invasiva, 
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indica a possibilidade de que há genes associados à virulência que ainda não 

foram descritos. 

Outro dado que indica essa mesma possibilidade é o fato de uma cepa, 

pertencente a uma coleção brasileira de 200 isolados, apresentar o índice máximo 

de patogenicidade em pintos de 1 dia sem possuir qualquer sistema de aquisição 

de ferro descrito (Barbieri, et al. 2013). Existe a possibilidade de a cepa em 

questão possuir algum sistema de aquisição de ferro ainda não identificado em 

APEC, pois tais sistemas são essenciais para que a bactéria sobreviva às baixas 

concentrações de ferro nos líquidos biológicos do hospedeiro. 

 

1.6. A técnica de Mutagênese Marcada com Assinatura (STM) 

 A disponibilidade de 3.988 genomas de bactérias sequenciados (NCBI 

2013b) – sendo 57 sequências de E. coli (NCBI 2013a), apenas uma de APEC 

(Johnson, et al. 2007) – gerou tantos dados, que requer novas ferramentas e 

técnicas para analisá-los. É necessário saber o que e como procurar as 

informações desejadas. A grande dificuldade é a falta de função atribuída à 

maioria dos genes (Raskin, et al. 2006). 

 Uma das técnicas mais atrativas para estudos genômicos de 

microrganismos é a Mutagênese Marcada com Assinatura (STM, do inglês 

Signature-Tagged Mutagenesis) (Mazurkiewicz, et al. 2006).  

 A técnica de STM foi descrita em 1995, por Hensel et al. (Hensel, et al. 

1995), quando 1152 mutantes de S. typhimurium, carregando sequências únicas 

de DNA (tags), foram divididos em 12 pools (conjuntos) e inoculados em 

camundongos. Quarenta desses mutantes não foram recuperados após a 
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inoculação nos camundongos. A região flanqueadora das tags inseridas em 28 

desses 40 mutantes foi sequenciada. Foram encontrados genes já descritos para 

S. enterica serovar Typhimurium, genes descritos para E. coli, sequências 

similares a genes descritos para bactérias e sequências desconhecidas (Hensel, 

et al. 1995). Esse estudo foi muito importante por ter desenvolvido uma técnica 

que permitiu a identificação simultânea de genes de virulência utilizando poucos 

animais. 

 Foram desenvolvidos pelo menos dois trabalhos com essa técnica 

utilizando-se cepas APEC. Um deles permitiu a detecção dos genes chuA e sitB 

(sistemas de captação de ferro) na cepa APEC IMT5155 (Li, et al. 2005), e o outro 

detectou a adesina fimbrial Yqi (ExPEC Adesina I) nessa mesma cepa (Antao, et 

al. 2009a). Em cada um desses estudos foi confeccionada uma biblioteca de 1800 

mutantes, divididos em pools, que foram inoculados em galinhas. Aqueles 

mutantes que não foram recuperados após a inoculação tiveram a sequência 

flanqueadora de sua tag sequenciada. 

A técnica de STM consiste na construção de uma biblioteca de mutantes 

com uma assinatura molecular (tag), que é uma sequência de DNA inserida no 

genoma da bactéria através de algum vetor, que pode ser um plasmídeo 

carregando um transposon. O plasmídeo utilizado para transformar a cepa E. coli 

S17-1 λpir foi o vetor pUT associado a transposons do tipo mini-Tn5km2, 

formando plasmídeos pUTmini-Tn5km2. O vetor pUT contém, entre outros, o 

gene que confere resistência à ampicilina (De Lorenzo and Timmis 1994). O 

transposon mini-Tn5km2 contém o gene que confere resistência à canamicina (De 

Lorenzo, et al. 1990), além de uma sequência de 80 pares de bases (pb), sendo 
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40 pb variáveis flanqueadas por 40 pb constantes. Os 40 pb variáveis 

compreendem a tag, ou seja, a sequência que vai diferenciar cada mutante de um 

mesmo pool; já os 40 pb constantes, divididos em 20 pb a montante e 20 pb a 

jusante, servem como molde para a amplificação da tag (Li, et al. 2005). O 

plasmídeo pUTmini-Tn5km2 é um sistema de entrega que permite a incorporação 

do transposon Tn5km2 no genoma da bactéria. Essa incorporação só ocorre, 

entretanto, na MT78, pois na cepa E. coli S17-1 λpir o plasmídeo mantém-se 

viável no citoplasma da bactéria. Portanto, após a transformação da E. coli S17-1 

λpir, essa cepa torna-se resistente aos dois antibióticos cujos genes de 

resistência estão no plasmídeo (ampicilina e canamicina) (Figura 1), ao passo 

que a MT78, após a conjugação com a E. coli S17-1 λpir transformada, torna-se 

resistente apenas ao antibiótico cujo gene de resistência está no transposon 

(canamicina) (Figura 2). Sendo assim, o teste de susceptibilidade à ampicilina é 

uma forma de detectar a incorporação do transposon ao genoma dessa cepa. É 

gerada, assim, uma mutagênese não direcionada, pois a tag pode inserir-se em 

qualquer parte do genoma. Os mutantes são divididos em pools para que se 

obtenha maior rendimento das tags, já que os pools são testados separadamente 

e, dessa forma, não há problema que haja tags iguais em pools diferentes. Os 

mutantes devem passar por alguma forma de seleção (nos estudos citados, 

infecção de camundongos e galinhas), após a qual são recuperados. O DNA dos 

mutantes é extraído e as tags são amplificadas por PCR. As tags são 

amplificadas mais uma vez com alguma molécula marcadora. Esse procedimento 

é realizado com o DNA do pool de bactérias que é inoculado e com o do pool que 

é recuperado após a infecção. O objetivo da técnica é detectar quais os mutantes 
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que estão presentes no pool de infecção e ausentes no pool de recuperação, e 

essa identificação é feita através da comparação das tags amplificadas. Para isso, 

é feita uma hibridização DNA-DNA (dot blot) com cada pool (infecção e 

recuperação) e os sinais da hibridização são comparados. Aquelas tags que 

emitiram sinal no pool de infecção, mas não emitiram no pool de recuperação, 

devem estar inseridas em algum gene importante para a virulência, pois o 

mutante não colonizou o hospedeiro no ensaio de seleção. As sequências que 

flanqueiam a tag são, então, determinadas por sequenciamento. São utilizados 

bancos de dados para comparar as sequências encontradas com as já existentes. 

Assim é possível descobrir a função do gene interrompido pela tag, se esse gene 

já foi descrito para outro organismo, se há alguma homologia do gene encontrado 

com algum outro já descrito, ou se esse gene é completamente novo. 

A técnica de STM é promissora por permitir uma triagem (screening) 

aleatória e simultânea de todo o genoma de microrganismos, possibilitando a 

identificação de genes de virulência e podendo ser aplicada de várias maneiras, 

seja in vivo ou in vitro. 
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Figura 1. Esquema do plasmídeo pUTmini-Tn5km2 com os genes e 

sequências relevantes neste estudo. Em azul, gene de resistência à ampicilina. 

Em vermelho, o transposon Tn5km2. No transposon, em marrom, o gene de 

resistência à canamicina; em verde, a tag de 40 pares de bases; em amarelo, as 

sequências flanqueadoras conservadas para as 90 tags. 
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Figura 2. Esquema das cepas após receberem o plasmídeo. (A) Após a 

eletroporação, o plasmídeo mantém-se intacto no citoplasma da S17-1 λpir, 

conferindo a essa cepa resistência à ampicilina e à canamicina. (B) Após a 

conjugação, o plasmídeo não se replica na MT78, de modo que apenas o 

transposon – contendo a tag e o gene de resistência à canamicina – é 

incorporado ao genoma (marca vermelha). 

E. coli S17-1  

λpir 

APEC MT78 

A

a

a 

B
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2. OBJETIVO 

 O objetivo geral deste estudo é a produção de uma biblioteca de mutantes 

da cepa MT78, a seleção desses por ensaios de invasão a células aviárias não-

fagocitárias (fibroblastos de linhagem CEC-32) e a identificação dos mutantes 

com virulência atenuada. 

 

2.1. Objetivos específicos 

2.1.1. Padronizar as técnicas de eletroporação e conjugação, para a 

produção da biblioteca de mutantes; 

2.1.2. Realizar ensaios de invasão a células não-fagocitárias, seguindo o 

mesmo modelo do trabalho que classificou a cepa MT78 como uma cepa 

invasiva; 

2.1.3. Padronizar as técnicas de extração de DNA, PCR com marcação 

com digoxigenina, clivagem com HindIII e isolamento das tags; 

2.1.4. Padronizar as reações de hibridização DNA-DNA para identificar os 

mutantes que perderam a capacidade de invadir as células não-fagocitárias.
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Cepas, plasmídeos, condições de crescimento e conservação 

A cepa APEC MT78 (O2:K1) foi utilizada para a construção de uma 

biblioteca de mutantes e para os ensaios de invasão. Essa cepa é naturalmente 

resistente ao antibiótico ácido nalidíxico, e sensível aos antibióticos ampicilina e 

canamicina. 

A cepa E. coli S17-1 λpir foi utilizada como aceptora e doadora dos 

plasmídeos (Li, et al. 2005). Essa cepa, quando sem plasmídeos, é sensível aos 

três antibióticos anteriormente mencionados. 

Nesse estudo foram utilizados 90 plasmídeos contendo transposons 

pUTmini-Tn5km2 (cedidos por Ganwu Li, Universidade de Iowa, EUA), cada um 

contendo uma tag diferente. 

O crescimento das bactérias ocorreu em meio Luria-Bertani (LB), caldo ou 

ágar, ou ágar MacConkey, suplementados, quando necessário, com ampicilina 

(50 µg/mL), canamicina (50 µg/mL) e/ou ácido nalidíxico (30 µg/mL), sempre a 37 

°C. Os estoques dos mutantes da cepa MT78 foram conservados em caldo LB 

com canamicina e ácido nalidíxico em 20% de glicerol a -80 °C. Os estoques de 

E. coli S17-1 λpir transformada foram conservados em caldo LB com canamicina 

e ampicilina em 20% de glicerol a -80 °C.  

 

3.2. Preparação de células competentes 

 A partir de pré-inóculo da cepa E. coli S17-1 λpir multiplicada a 37 °C com 

agitação constante de 160 rev/min durante a noite, 1 mL foi inoculado em 100 mL 
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de caldo LB, e incubado a 37 °C sob agitação constante de 180 rev/min até a fase 

log de crescimento (0,74 de densidade óptica com λ = 600 nm). Atingida essa 

fase, o inóculo foi colocado no gelo por 30 minutos, e, após, centrifugado a 4.000 

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 

suspendidas em caldo LB, aliquotadas e armazenadas a -80 °C. 

 

3.3. Eletroporação 

 Para cada eletroporação, foram usados 50 µL de células competentes e 5 

µL de plasmídeo (100 ng/mL). O pulso foi de 2,5 V, seguido de incubação por 1 

minuto em meio LB a 37° C. Após a incubação, 100 µL das bactérias 

eletroporadas foram plaqueados em ágar LB com ampicilina (50 µg/mL) e 

canamicina (50 µg/mL), e incubados a 37 °C durante a noite. 

 

3.4. Extração de plasmídeos 

 A extração de plasmídeos foi realizada através do método de 

minipreparação de plasmídeos, descrito em Sambrook e Russell (Sambrook and 

Russell 2001). Um volume de 1,5 mL de E. coli S17-1 λpir transformada crescida 

em caldo LB contendo ampicilina (50 µg/mL) e canamicina (50 µg/mL) foram 

centrifugados a 13.400 x g por 1 minuto. O sobrenadante foi descartado, e o 

sedimento foi suspendido em 100 µL da solução I (glicose 0,9%; Tris 0,3% e 

EDTA 0,37% - m/v). No gelo, 200 µL da solução II (SDS 1% - m/v - e NaOH 0,2 M 

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

foram adicionados 150 µL da solução III (ácido acético glacial 11,5% - v/v - e 
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acetato de potássio 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 13.400 x 

g. O sobrenadante foi coletado e transferido para outro tubo, onde foram 

adicionados 450 µL de clorofórmio, seguido de agitação em vórtex e centrifugação 

a 13.400 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 agitação em vórtex e centrifugação a 13.400 x g por 15 minutos. O 

sobrenadante foi descartado, e o sedimento foi lavado com etanol 70% gelado, 

seguido de centrifugação a 13.400 x g por 2 minutos. O sedimento foi seco e 

ressuspendido em 30 µL de Tris-HCl 10 mM (pH 8,0) e 1 µL de RNase 20 mg/mL. 

As amostras foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 0,8% (m/v) 

submetido a 100 V por cerca de 1 hora. 

 

3.5. Conjugação 

 Para a conjugação, 400 µL de inóculo da cepa E. coli S17-1 λpir 

transformada e 400 µL de inóculo da cepa MT78 foram misturados e 

centrifugados a 13.400 x g por 1 minuto. O sedimento foi suspendido em 10 µL de 

solução salina. O homogeneizado de bactérias foi plaqueado no centro de uma 

placa de ágar LB sem antibióticos. A placa foi incubada a 37 °C por 6 horas (com 

o ágar para baixo). Após a incubação, as colônias foram coletadas, suspendidas 

em 100 µL de solução salina e plaqueadas em ágar MacConkey com canamicina 

(50 µg/mL) e ácido nalidíxico (30 µg/mL). As placas foram incubadas a 37 °C 

durante a noite. 
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3.6. Teste de sensibilidade à ampicilina 

 Uma alíquota de 100 µL dos mutantes foi inoculada em 5 mL de caldo LB 

contendo 50 µg/mL de ampicilina. Após 18 h, foi verificado o crescimento, ou não, 

do mutante. 

 

3.7. Organização da biblioteca de mutantes 

 Os 90 plasmídeos utilizados são nomeados por uma letra de A a H, 

seguida de um número, de 1 a 12, da mesma forma que os poços de uma 

microplaca de 96 poços. Noventa amostras de E. coli S17-1 λpir foi transformadas 

com cada um dos 90 plasmídeos. Cada E. coli S17-1 λpir transformada foi 

conjugada com a MT 78. Do resultado de cada conjugação, 20 colônias foram 

selecionadas aleatoriamente, totalizando 20 x 90 mutantes. Cada grupo de 90 

mutantes, contendo 90 tags diferentes, foi armazenado em uma microplaca de 96 

poços, formando um pool. Foram confeccionados, portanto, 20 pools de mutantes, 

que foram numerados de 1 a 20. As amostras do pool 1 são denominadas 1A1, 

1A2, ..., 1H6; as do pool 20, 20A1, 20A2, ..., 20H6. 

 

3.8. Cultura de fibroblastos 

 Foi cultivada, in vitro, uma linhagem transfectada estável de fibroblastos 

embrionários aviários, CEC-32 (Kaaden, et al. 1982) – doados pelo Prof. Bernd 

Kaspers (Universidade de Munique, Munique, Alemanha) – para uso nos ensaios 

de invasão com os mutantes. Essas células foram usadas como um modelo de 

células não-fagocitárias (Matter, et al. 2011). As células foram mantidas em estufa 

úmida, a 37 °C com 5% de CO2, em meio DMEM com 10% de soro fetal bovino. O 
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cultivo se deu em garrafas de cultura com superfície de 25 cm2 ou 75 cm2, de 

acordo com a quantidade de células. Para os experimentos, foram plaqueadas 2 x 

105 células por poço, em placas de 24 poços, para atingir, após dois dias, um total 

aproximado de 5 x 105 células por poço, ideal para os ensaios de invasão (Matter, 

et al. 2011). 

 

3.9. Ensaios de invasão 

 Foram realizados ensaios de invasão das células CEC-32 utilizando-se os 

20 pools de mutantes. Para cada pool, os mutantes foram multiplicados 

individualmente, em caldo LB com canamicina (50 µg/mL) e ácido nalidíxico (30 

µg/mL), em uma placa de 96 poços, durante a noite (Li, et al. 2005). Depois, o 

pool de mutantes foi misturado e multiplicado em erlenmeyer, a 37 °C sob 

agitação de 200 rev/min, até o início da fase exponencial (densidade óptica de 

aproximadamente 0,4 com λ = 600 nm), quando o número de bactérias por mL de 

inóculo é de aproximadamente 2 x 108. Uma alíquota de 100 µL do inóculo foi 

plaqueada em ágar LB com canamicina (50 µg/mL) e ácido nalidíxico (30 µg/mL) 

para a obtenção dos mutantes presentes no pool de infecção.   

Foi feito o cálculo para multiplicidade de infecção (MOI) de 200 bactérias 

por célula. O volume desejado de bactérias foi centrifugado a 4.000 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 poço de células fosse 

infectado com 100 µL da suspensão. As células foram lavadas com PBS e 

infectadas com um total de 500 µL de meio, com ou sem bactérias (controles), e 

incubadas por 1 hora em estufa úmida a 37 °C com 5% de CO2. Após esse 
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tempo, o meio foi removido, e as células foram lavadas três vezes com PBS. 

Foram adicionados 500 µL de meio com 50 µg/mL de gentamicina, para matar 

qualquer bactéria que tenha permanecido extracelular. As células foram 

incubadas por mais 3 horas e então lisadas com Triton X-100 (Sigma, Streinheim, 

Alemanha) 1% (v/v) por 5 minutos à temperatura ambiente (Matter, et al. 2011). O 

lisado foi plaqueado nas concentrações de 100, 10-1 e 10-2, em ágar LB com 

canamicina (50 µg/mL) e ácido nalidíxico (30 µg/mL), para a obtenção de 

amostras dos mutantes capazes de invadir os fibroblastos (pool de recuperação). 

As colônias obtidas no plaqueamento de concentração 100 foram coletadas para a 

extração de DNA. As demais concentrações foram utilizadas para contagem. 

 

3.10. Extração de DNA 

O DNA dos pools de infecção e recuperação foi extraído individualmente, 

de acordo com protocolo cedido pelo Dr. Ganwu Li (Universidade de Iowa, Aimes, 

EUA). Todas as colônias de um mesmo pool foram suspendidas em 5,67 mL de 

TE, e homegeneizadas por pipetação. Foram adicionados 30 µL de SDS 10% e 

30 µL de proteinase K (20 mg/mL), seguido de incubação por 1 hora a 37 °C. 

Após, 1 mL de NaCl 5 M foi adicionado, e 800 µL de CTAB/NaCl (10% CTAB e 

4,1% NaCl – m/v), seguido de incubação a 65 °C por 10 minutos. Então, um 

isovolume de clorofórmio-álcool isoamílico (24:1) foi adicionado, e a amostra foi 

centrifugada por 15.000 x g por 6 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi transferido 

para um novo tubo, ao qual foi adicionado um isovolume de fenol-clorofórmio-

álcool isoamílico (25:24:1), seguido de nova centrifugação nas mesmas 

condições. O sobrenadante foi, novamente, transferido a um novo tubo, ao qual 
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foi adicionado 60% do volume de isopropanol, seguido de homogeneização e 

centrifugação a 1.000 x g por 1 min, à temperatura ambiente. O sedimento foi 

lavado com etanol 70% e novamente centrifugado nas mesmas condições. Após 

secar, o DNA precipitado foi suspendido em 100 µL de TE, a 4 °C durante a noite, 

e  armazenado a -20 °C. 

 

3.11. Amplificação das tags dos pools  

As tags dos 40 pools (20 de infecção e 20 de recuperação) foram 

amplificadas por PCR, de acordo com as condições descritas por Antão e 

colaboradores (Antao, et al. 2009a). Os oligonucleotídeos iniciadores utilizados 

para amplificar todas as tags foram P2 5’ TACCTACAACCTCAAGCT 3’ e  P4 5’ 

TACCCATTCTAACCAAGC 3’ (Li, et al. 2005). O resultado da reação de 

amplificação foi visualizado em gel de agarose 2% (m/v) submetido a 60 V por 

cerca de 90 minutos. 

 

3.12. Síntese de tags marcadas 

Após a reação de PCR e amplicação das tags de cada pool, uma nova 

reação de PCR foi realizada, nas mesmas condições, porém com a utilização do 

PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche Applied Science, Alemanha). O objetivo 

dessa reação foi a síntese de tags com dUTP marcado com digoxigenina, de 

modo que essas possam ser reconhecidas nas etapas posteriores (Li, et al. 

2005). 

 

3.13. Isolamento das tags 
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Após a marcação com digoxigenina, as tags foram separadas de sua 

região flanqueadora através da digestão pela enzima de restrição HindIII 

(Promega Biotecnologia do Brasil, Brasil), de acordo com o protocolo fornecido 

pelo fabricante, em um volume total de 400 µL por reação. Após incubação 

durante a noite, as amostras de DNA digerido foram precipitadas em 0,3 M de 

acetato de sódio pH 5,2 e 2,5 volumes de isopropanol gelado, seguido de 

centrifugação a 16.000 x g por 10 minutos a 0 °C. O precipitado foi lavado com 

etanol 70% e novamente centrifugado nas mesmas condições. Após secar, o 

DNA precipitado foi ressupendido em 20 µL de TE. Para isolar somente a tag, a 

amostra de DNA digerido foi submetida a eletroforese em gel de NuSieve GTG  

agarose (Lonza BioResearch, EUA) 4%, de acordo com o protocolo fornecido pelo 

fabricante. Após a visualização das bandas em luz UV, a porção de gel contendo 

somente a tag foi excisada, utilizando-se um estilete, e armazenada a 4 °C. 

 

3.14. Confecção das membranas para hibridização DNA-DNA 

 Para as reações de hibridização DNA-DNA, foram preparadas 30 

membranas de nylon (GE nylon, Positively Charged Transfer Membrane). O DNA 

fixado às membranas foi o das tags amplificadas e desnaturadas (10 minutos a 95 

°C), através da mesma reação de PCR descrita no item 3.11, porém nesta etapa 

o DNA molde constituiu-se dos 90 plasmídeos extraídos das diferentes S17-1 λpir 

transformadas, permitindo que cada tag fosse amplificada individualmente. O 

desenho de uma placa de 96 poços foi feito a lápis nas membranas, com divisões 

de 0,8 cm2. Quatro microlitros de cada uma das tags amplificadas foram pipetados 
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nos seus espaços correspondentes nas membranas, que foram submetidas à 

temperatura de 80 °C por 2 horas, para a fixação do DNA. 

 

3.15. Hibridização DNA-DNA 

Utilizando-se as membranas de nylon com o DNA das tags fixado e as tags 

marcadas com digoxigenina e isoladas, foi realizada uma reação de hibridização 

de DNA-DNA para cada pool de infecção e de recuperação. As membranas foram 

pré-hibridizadas por 2 horas, a 42 °C e agitação de 6 rpm, com 10 mL de tampão 

de pré-hibridização. Para a utilização das tags na hibridização, a porção de gel 

contendo-as foi aquecida a 95 °C por 5 minutos e imediatamente incubada no 

gelo por 5 minutos. Após, a porção de gel re-solidificada foi misturada ao tampão 

de pré-hibridização e a 10 µL de cada um dos oligonucleotídeos P2 e P4 (1 nmol), 

formando o tampão de hibridização. As membranas foram incubadas com esse 

tampão por 16 horas, a 42 °C com agitação constante de 6 rpm. Após, foram 

lavadas duas vezes com o tampão estringente I, por 5 minutos a temperatura 

ambiente, e duas vezes com o tampão estringente II, por 15 minutos a 68 °C. 

Soluções utilizadas: 

* Tampão de pré-hibridização: 5 X SSC, 50% formamida, 0,1% N-Lauroylsarcosine, 0,02% 

SDS, 2% Blocking reagent (fornecido no DIG Nucleic Acid Detection kit – Roche Applied 

Science, Alemanha) em água; 

* Tampão estringente I: 2 X SSC, 0,1% SDS em água; 

* Tampão estringente II: 0,1 X SSC, 0,1% SDS em água. 

 

3.16. Detecção das tags nas membranas 
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 Foi utilizado o DIG Nucleic Acid Detection kit (Roche Applied Science, 

Alemanha), seguindo-se as instruções fornecidas pelo fabricante. O protocolo 

constitui-se de duas etapas; na primeira delas, ocorre a ligação de um anticorpo 

monoclonal anti-digoxigenina às moléculas de digoxigenina presentes no DNA 

das tags marcadas, oriundas dos pools de infecção e recuperação, que se ligaram 

às tags presentes na membrana (sem marcação). Na segunda etapa, após a 

ligação do anticorpo, um substrato e uma solução reveladora são adicionados ao 

sistema, produzindo uma reação colorimétrica nos locais onde o anticorpo se 

ligou. A coloração azul é indicativa de que houve a ligação do anticorpo, ou seja, 

indica a presença de determinada tag na amostra. 

 

3.17. Determinação da concentração de DNA 

Em diversas etapas do trabalho foram realizadas medições de 

concentração e pureza das amostras de DNA. Foi utilizado o volume de 1 µL por 

amostra, e as leituras foram realizadas no equipamento Nanodrop ND-1000 

(Thermo Scientific, EUA), do Laboratório de Imunogenética da UFRGS. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Produção da biblioteca de mutantes 

 Uma biblioteca de 1.800 mutantes foi construída por eletroporação e 

conjugação. Noventa vetores pUTmini-Tn5km2 contendo 90 diferentes tags foram 

inseridos em 90 amostras da cepa S17-1 λpir. Essa inserção foi verificada através 

da resistência das amostras eletroporadas aos antimicrobianos ampicilina e 

canamicina – cujos genes de resistência estão codificados no vetor – e através da 

extração de plasmídeos dessas amostras. 

 Os vetores foram transferidos para 90 amostras da cepa MT78 através de 

conjugação. Foram feitas modificações no protocolo descrito por Li e 

colaboradores (Li, et al. 2005), já que o tempo de incubação de 8 horas não se 

mostrou efetivo. Foram testados os tempos de 4 h, 6 h, 10 h e 12 h, e o tempo de 

6 h de incubação foi o único que se mostrou eficaz no processo de conjugação. 

Além disso, em vez de ágar LB, foi utilizado o ágar MacConkey, pois nesse meio 

as colônias da cepa MT78 apresentam coloração diferente daquela apresentada 

pelas colônias de S17-1 λpir facilitando a escolha dos mutantes. O rendimento 

das conjugações foi entre 100 e 1.000 unidades formadoras de colônia (UFC). 

Não houve crescimento nos controles. Vinte mutantes de cada conjugação foram 

aleatoriamente selecionados e armazenados em placas de 96 poços, de acordo 

com o código de cada um. Pelo menos um mutante de cada conjugação foi 

testado quanto a suscetibilidade à ampicilina, já que, após a conjugação, o 

plasmídeo – com a marca de resistência à ampicilina – não se replica na MT78, e 

somente o transposon – com a marca de resistência à canamicina – deve  
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integrar-se ao genoma. Nenhum mutante testado demonstrou resistência à 

ampicilina, o que confirma o resultado esperado, já que após a conjugação o 

plasmídeo não se replica. 

 

4.2. Ensaios de seleção dos mutantes 

Para cada pool de mutantes, foi realizado um ensaio de invasão a 

fibroblastos aviários, em triplicata. As triplicatas mostraram resultados 

semelhantes. As contagens de mutantes recuperados em cada ensaio de invasão 

são apresentadas na tabela 1. O número de mutantes recuperados é semelhante 

ao apresentado por Li e colaboradores (Li, et al. 2005). Os controles não 

apresentaram crescimento. 

 

4.3. Padronização das técnicas de biologia molecular após os ensaios de 

seleção 

O DNA de cada pool de mutantes foi extraído conforme descrito (Seção 

3.10). As concentrações de cada amostra são apresentadas na tabela 2, e estão 

de acordo com os pré-requisitos do PCR DIG Probe Synthesis Kit. Após a 

extração, foi realizada uma reação de PCR para amplificar somente as tags. As 

amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 60 V por cerca de 

60 minutos (Figura 3). 

Após, as amostras foram submetidas a uma segunda reação de PCR, com 

a utilização do PCR DIG Probe Synthesis Kit, para marcar as tags com 

digoxigenina. Também foi realizada eletroforese em gel de agarose para 

confirmar o sucesso da marcação (Figura 4). 
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Tabela 1. Número médio de mutantes recuperados nas triplicatas (± desvio 

padrão) e número de mutantes recuperados para cada célula eucariótica (± 

desvio padrão), nos ensaios de invasão. O número de células eucarióticas variou 

entre os experimentos. 

Pool N° de mutantes recuperados N° de mutantes por célula 

1 20,5 x 104 ± 21,2 x 104 4,36 ± 4,5 
2 10,4 x 104 ± 22 x 104 2,21 ± 0,47 

3 23,2 x 104 ± 11,9 x 104 4,94 ± 2,52 

4 16,3 x 104 ± 2,23 x 104 3,47 ± 0,48 

5 20,6 x 104 ± 11,4 x 104 4,38 ± 2,43 

6 22,9 x 104 ± 3,28 x 104 4,88 ± 0,7 

7 13,3 x 104 ± 0,95 x 104 2,66 ± 0,19 

8 1,3 x 104 ± 2,65 x 104 0,98 ± 0,6 

9 2 x 104 ± 1,62 x 104 0,45 ± 0,17 

10 104 ± 0,24 x 104 0,25 ± 0,06 

11 2,7 x 104 ± 0,39 x 104 0,67 ± 0,1 

12 0,6 x 104 ± 0,5 x 104 0,15 ± 0,13 

13 0,8 x 104 ± 0,18 x 104 0,20 ± 0,05 

14 1,2 x 104 ± 0,66 x 104 0,25 ± 0,13 

15 1,7 x 104 ± 1,29 x 104 0,35 ± 0,26 

16 0,6 x 104 ± 0,14 x 104 0,12 ± 0,03 

17 13,4 x 104 ± 13 x 104 2,69 ± 2,59 

18 17,1 x 104 ± 13,6 x 104 3,41 ± 2,72 

19 9,1 x 104 ± 6,98 x 104 1,82 ± 1,4 

20 16 x 104 ± 10,2 x 104 3,19 ± 2,04 
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Tabela 2. Concentração e pureza (relação 260/280 nm) das amostras de DNA 

extraídas de cada pool de mutantes. Na tabela, Input = pool de infecção; Output = 

pool de recuperação. 

Amostra 
Concentração 

(ng/μL) 
Pureza 

(260/280 nm) 

Output1 4042,9 2,03 
Input1 2023,2 2,12 

Output2 1052,9 2,13 
Input2 386,6 2,07 

Output3 268,9 2,07 
Input3 456,7 2,04 

Output4 291,5 2,03 
Input4 253,1 2,03 

Output5 1056,7 2,1 
Input5 420,8 2,03 

Output6 407,8 2,03 
Input6 1034,4 2,1 

Output7 336,2 2,05 
Input7 110,5 2,04 

Output8 234,7 1,99 
Input8 139,7 1,96 

Output9 4267,2 1,84 
Input9 3004,6 1,94 

Output10 1755,5 2,01 
Input10 2995,4 2,04 

Output11 846,2 2,15 
Input11 836,8 2,12 

Output12 1169,7 2,15 
Input12 1147,5 2,08 

Output13 3456,4 2,08 
Input13 1682,9 2,13 

Output14 2187,2 2,12 
Input14 2064,2 2,12 

Output15 2683,4 2,11 
Input15 3570,1 2,01 

Output16 2623,6 1,88 
Input16 1865,3 1,98 

Output17 1282 2,11 
Input17 434 2,05 

Output18 76,8 2,12 
Input18 64,1 2,13 

Output19 36,2 2,18 
Input19 34,2 2,14 

Output20 26,6 2,17 
Input20 17,4 2,3 
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Figura 3. Gel mostrando a amplificação das tags dos pools de infecção (IN) e 

recuperação (OUT) 7, 17 e 18. A coluna PM representa o padrão de tamanho 

molecular, no qual a banda mais forte corresponde a  250 pb, com outras bandas 

aparecendo a cada 50 pb. As bandas marcadas, que representam as tags, estão 

na posição equivalente a 80 pb (tag de 40 pb mais regiões flanqueadores de 20 

pb). 
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Figura 4. Gel com as tags marcadas com digoxigenina dos pools de infecção (IN) 

e recuperação (OUT) 7, 8 e 9. O padrão de tamanho molecular (PM) desse gel é 

o mesmo descrito na Figura 3. 
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As tags marcadas foram digeridas utilizando-se a enzima de restrição 

HindIII, para a remoção das sequências flanqueadoras. Após a digestão, o DNA 

foi precipitado, e uma nova eletroforese foi realizada (Figura 5), porém utilizando-

se agarose GTG NuSieve 4%, conforme descrito por Li e colaboradores (Li, et al. 

2005). As bandas centrais, que representam tags digeridas, foram excisadas do 

gel e utilizadas na hibridização DNA-DNA. 

 

4.4. Identificação dos mutantes com virulência atenuada através de 

hibridização DNA-DNA 

Para padronizar a hibridização DNA-DNA, foram feitas diversas tentativas, 

com membranas de nylon preparadas em diferentes datas, com diferentes 

concentrações de anticorpo anti-digoxigenina e com diferentes condições de 

hibridização. Entretanto, as condições mais adequadas foram as recomendadas 

pelo DIG Nucleic Acid Detection kit. 

Dos 20 pools desse trabalho, 11 já foram analisados (a Figura 6 

exemplifica a análise de um pool, e as tabelas 3 a 12 resumem todos os 

resultados), sendo que um deles, o pool 10, não apresentou nenhum mutante 

ausente na hibridização DNA-DNA (tabela não mostrada). Até o momento, 48 

mutantes emitiram sinal na hibridização do pool de infecção, mas não na 

hibridização do pool de recuperação. Esse resultado será confirmado em um novo 

teste a ser realizado utilizando-se esses mutantes, para que se possa afirmar que 

eles sofreram atenuação da virulência. 
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Figura 5. Eletroforese em gel de agarose GTG NuSieve 4% das tags digeridas 

pela enzima de restrição HindIII. Ordem das canaletas: controle negativo, pool de 

infecção 3, pool de recuperação 3, pool de infecção 4, padrão de peso molecular 

de 50 pb, pool de recuperação 4, pool de infecção 5 e pool de recuperação 5. 

Três bandas podem ser observadas em cada amostra, entre as bandas de 50 pb 

e 100 pb do padrão de peso molecular. A banda superior representa tags com 

regiões flanquadoras que não foram digeridas (80 pb); a banda central representa 

tags que foram digeridas (40 pb); a banda inferior representa as sequências 

flanqueadoras digeridas (20 pb). A marcação com digoxigenina torna a migração 

dos fragmentos anômala, um pouco mais lenta. 
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 Figura 6. A. Hibridização DNA-DNA do pool de infecção 11. Cada blot azul indica 

sinal positivo para a presença da tag na amostra. Nessa amostra todos as tags 

emitiram sinal, ou seja, todos os 90 mutantes estavam presentes nesse pool. B. 

A 

B 
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Hibridização DNA-DNA do pool de recuperação 11. Nessa amostra 86 tags 

emitiram sinal, ou seja, 86 mutantes estavam presentes nesse pool. Mutantes 

ausentes: B6, B12, C6 e C10. 
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Tabela 3. Resultado da hibridização do pool 3. Placa de 96 poços superior: pool 

de infecção; placa de 96 poços inferior: pool de recuperação. 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A + + + + + + + + + + + - 
B + + + + + + + + + + + - 
C + + + + + + + + + + + + 
D + + + + + + + + + + + + 
E + + + + + + + + + + + + 
F + + + + + + + + + + + + 
G + + + + + + + + + + + + 
H + + + + + +       
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A + - + + + + + + + + + - 
B + + + + + - + + + + + - 
C + + + + + + + + + + + + 
D + + + + + + + + + + + + 
E + + + + + + + + + + + + 
F - + + + + + + + + - + + 
G + + + + + + + - + + + + 
H + + + + + +       
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Tabela 4: Resultado da hibridização do pool 4. Placa de 96 poços superior: pool 

de infecção; placa de 96 poços inferior: pool de recuperação. 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A + + + + + + + + + + + + 

B + + + + + - + + - + + - 
C + + + + + - + + + + + + 
D + + + + + + + + + + + + 
E + + + + + + - + + + + + 
F + + + + + + + + + + + + 
G + + + + + + + + + + + + 
H + + + + + +       
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A + - + + + + + + + + + + 
B + + + + + - + + - + + - 
C + + + + + - + + + + + + 
D + + + + + + + + + + + + 
E + + + + + + - + + + + + 
F + - + + + + + + + + + + 
G - + + + + + + + + + + + 
H + - - + + +       
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Tabela 5: Resultado da hibridização do pool 6. Placa de 96 poços superior: pool 

de infecção; placa de 96 poços inferior: pool de recuperação. 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A + + + + + + + + + + + + 

B + + + - + - + + - + - - 

C + + + + + - + + + + + + 

D + + + + + + + + + + + + 

E + + + + + + + + + + + + 

F + + + + + + + + + + + + 

G + + + + + + + + + + + + 

H + - + + + +       

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A + + + + + + + + + + + + 

B + + + - + - + + - + - - 

C + + + + + - + + - + + + 

D + + + + + + + + + + + + 

E + + + + - + + + + + + + 

F + + + + + + + + + - - + 

G - + + + + + + - + - + + 

H + - + + + -       
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Tabela 6: Resultado da hibridização do pool 7. Placa de 96 poços superior: pool 

de infecção; placa de 96 poços inferior: pool de recuperação. 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A + + + + + + + + + + + + 

B + + + - + - + + + + + + 

C + + + + + - + + + + - + 

D + + + + + + + + + + + + 

E + + + + + + + + + + + + 

F + + + + + + + + + + + + 

G + + + + + + + + + + + + 

H + + + + + +       

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A + - - + + + + + + + + + 

B + + + + + - + + - + + + 

C + - + + + - + + + + - + 

D + + - + + + + + + + + + 

E + + + + + + + + + + + + 

F + + + + + + + + + + + + 

G + + + + + + + + + + + + 

H + + + + + +       
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Tabela 7: Resultado da hibridização do pool 8. Placa de 96 poços superior: pool 

de infecção; placa de 96 poços inferior: pool de recuperação. 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A + + - + + + + + + + + + 
B + + + + + - + + - + + + 
C + + + + + + + + + + + + 
D + + + + + + + + + + + + 
E + + + + + + + + + + + + 
F + + + + + + + + + + + + 
G + + + + + + + + + + + + 
H + + + + + +       
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A + + - + + + + + + + + + 
B + + + + + - + + - + + + 
C + + + + + - + + + + - + 
D + + + + + + + + + + + + 
E - + + + + + + + + + + - 
F - + + + + + + + + + + + 
G - + - + + + + + + + + + 
H - + - - + +       
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Tabela 8: Resultado da hibridização do pool 9. Placa de 96 poços superior: pool 

de infecção; placa de 96 poços inferior: pool de recuperação. 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A + + - + + + + + + + + + 
B + + + + + - + + + + + + 
C + + + + + - + + + + + + 
D + + + + + + + + + + + + 
E + + + + + + + + + + + + 
F + + + + + + + + + + + + 
G + + + + + + + + + + + + 
H + + + + + +       
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A + + - + + + + + + + + + 
B + + + + + - + + + + + + 
C + + - + + - + + + + + + 
D + + + + + + + + + + + + 
E + + + + + + + + + + + + 
F + + + + + + + + + + + + 
G + + + + + + + + + + + + 
H + + + + + +       
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Tabela 9: Resultado da hibridização do pool 11. Placa de 96 poços superior: pool 

de infecção; placa de 96 poços inferior: pool de recuperação. 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A + + + + + + + + + + + + 
B + + + + + + + + + + + + 
C + + + + + + + + + + + + 
D + + + + + + + + + + + + 
E + + + + + + + + + + + + 
F + + + + + + + + + + + + 
G + + + + + + + + + + + + 
H + + + + + +       
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A + + + + + + + + + + + + 
B + + + + + - + + + + + - 
C + + + + + - + + + - + + 
D + + + + + + + + + + + + 
E + + + + + + + + + + + + 
F + + + + + + + + + + + + 
G + + + + + + + + + + + + 
H + + + + + +       
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Tabela 10: Resultado da hibridização do pool 15. Placa de 96 poços superior: pool 

de infecção; placa de 96 poços inferior: pool de recuperação. 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A + + + + + + + + + + + + 
B + + + + + + + + + + + + 
C + + + + + + + + + + + + 
D + + + + + + + + + + + + 
E + + + + + + + + + + + + 
F + + + + + + + + + + + + 
G + + + + + + + + + + + + 
H + + + + + +       
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A + + - + + - + + - + + + 
B + + + + + + + + + + + - 
C + + + + + - + + + + + + 
D + + + + + + + + + + + + 
E + + + + + + + + + + - + 
F + + + + + + + + + + - + 
G + + + + + + + + + + + + 
H + + + + + +       
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Tabela 11: Resultado da hibridização do pool 18. Placa de 96 poços superior: pool 

de infecção; placa de 96 poços inferior: pool de recuperação. 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A + + + + + + + + + + + + 
B + + + + + - + + + + + + 
C + + + + + + + + + + + + 
D + + + + + + + + + + + + 
E + + + + + + + + + + + + 
F + + + + + + + + + + + + 
G + + + + + + + + + + + + 
H + + + + + +       
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A + + + + + + + + + + + + 
B + + + + + - + + + + + + 
C + + + + + + + + + + + + 
D + + + + + + + + + + + + 
E + + + + + + + + + + + + 
F + + + + + + + + + + + + 
G + + + - + + + + + + + + 
H + + + + + +       
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Tabela 12: Resultado da hibridização do pool 20. Placa de 96 poços superior: pool 

de infecção; placa de 96 poços inferior: pool de recuperação. 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A - + + + + + + + + + + + 
B + + + + + - + + + + + - 
C + + + + + - + + + + + + 
D + + + + + + + + + + + + 
E + + + + + + + + + + + + 
F + + + + + + + + + + + + 
G + + + - + + + + + + + + 
H + + + + + +       
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A - + + + + + + + + + + + 
B + + + + + - + + + + + - 
C + + + + + - + + + - + + 
D + + + + + + + - + + + + 
E + + + + + + + + + + + - 
F + + + + + + - - + - - - 
G - + + - + + + + + + + + 
H + + + + + +       
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS 

Até o momento, o presente trabalho padronizou as técnicas exigidas em 

todas as etapas necessárias para a identificação de mutantes atenuados, gerados 

pela técnica de STM, faltando apenas as hibridizações dos demais pools para que 

a etapa de identificação dos mutantes seja concluída. 

Em seguida, todos os possíveis mutantes de virulência atenuada serão 

reorganizados em novos pools e testados novamente no mesmo modelo de 

seleção. Aqueles mutantes que mais uma vez emitirem sinal na hibridização do 

pool de infecção, mas não na do pool de recuperação serão considerados 

mutantes com virulência atenuada. 

Esses mutantes terão seu genoma fragmentado por enzimas de restrição, 

e será realizada a hibridização desses fragmentos com a sequência do gene de 

resistência à canamicina, presente no transposon que causou a mutação 

atenuadora. O(s) fragmento(s) contendo esse gene será(ão) clonado(s) em um 

vetor e sequenciado(s), a fim de identificar o gene interrompido. Ferramentas de 

bioinformática, ensaios fenotípicos in vitro, e até mesmo ensaios de virulência in 

vivo poderão ser usados na caracterização do(s) gene(s) encontrado(s). 

O que se espera, após a conclusão dessa etapa do trabalho, é (1) a 

identificação de genes associados à virulência de APEC já descritos; (2) a 

identificação de genes com função atribuída para outras bactérias, mas não 

conhecidos por estarem envolvidos na virulência de APEC; (3) a identificação de 

novos genes para ExPEC, que sejam essenciais para o estabelecimento da 

infecção e contribuam para aumentar a virulência de APEC. 
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Outros modelos de seleção também poderão ser utilizados para essa 

mesma biblioteca de mutantes. Recentemente, descreveu-se uma linhagem de 

células de pulmão de galinha (Esnault, et al. 2011), que pode mostrar-se 

promissora para responder as perguntas que motivaram o desenvolvimento deste 

trabalho. Também poderá ser realizada a seleção em modelo de infecção in vivo, 

de modo a aumentar as formas de pressão do hospedeiro e expandir a gama de 

perguntas com potencial de serem respondidas. 
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