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RESUMO

GOMES, Luiz Fernando da Silva, Transformacédo de amostras de Escherichia
coli com plasmideo contendo a proteina GFP. 2024. 35 p. Trabalho de
Concluséo de Curso (Especializacdo em Biotecnologia para Saude - Vacinas e
Biofarmacos) — Escola Superior do Instituto Butantan, Sédo Paulo, 2024.

A microbiota intestinal possui grande diversidade de géneros e espécies. Os
estudos mais recentes evidenciam uma participacao efetiva do microbioma nao
s6 na modulacéo e producéo de fatores de viruléncia de bactérias presentes no
intestino como na sinalizacdo e comunicacao entre os 6érgaos do corpo. Os
modelos de estudo utilizados até o momento possuem limitagées e ndo permitem
um estudo eficaz de identificacdo e quantificacdo de populacBes distintas de
espécies relacionadas. Os ensaios celulares utilizados para o estudo de
formacdo de biofilme e adesdo bacteriana sdo bastante eficazes para
visualizacdo de amostras, porém no caso de culturas mistas de espécies com
caracteristicas semelhantes ndo é possivel a distincdo. Neste estudo foi
realizada a transformacédo bacteriana para a insercédo do plasmideo contendo o
gene green fluorescent protein (GFP) conferindo as amostras a capacidade de
emitir luz verde. Ap6s a confirmac¢do da transformacdo, as amostras foram
utilizadas em ensaios de formacédo de biofilme e adeséo bacteriana em tecidos
epiteliais in vitro contendo mais de uma populacdo bacteriana. Foi possivel a
visualizacdo e identificacdo das diferentes amostras com a utilizacdo de

coloracdo e microscopia de fluorescéncia.

Palavras-chave: Transformacéo. Escherichia coli. Green Fluorescent Protein
(GFP).



ABSTRACT

GOMES, Luiz Fernando da Silva. Transformation of Escherichia coli samples
with plasmid containing GFP protein. 2024 35 p. Monograph (Specialist in
Biotechnology for Health - Vaccines and Biopharmaceuticals) — Escola Superior
do Instituto Butantan, S&o Paulo, 2024.

The gut microbiota has a great diversity of genera and species. The most recent
studies show an effective participation of the microbiome not only in the
modulation and production of virulence factors of bacteria present in the intestine,
but also in the signaling and communication between the body's organs. The
study models used so far have limitations and do not allow an effective study of
identification and quantification of distinct populations of related species. The
cellular assays used for the study of biofilm formation and bacterial adhesion are
very effective for visualization of samples, but in the case of mixed cultures of
species with similar characteristics it is not possible to distinguish. In this study,
bacterial transformation was performed by inserting the plasmid containing the
green fluorescent protein (GFP) gene, giving the samples the ability to emit green
light. After confirmation of the transformation, the samples were used in biofilm
formation and bacterial adhesion assays in in vitro epithelial tissues containing
more than one bacterial population. It was possible to visualize and identify the

different samples with the use of staining and fluorescence microscopy.

Keywords: Transformation. Escherichia coli. Green Fluorescent Protein (GFP).
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1 Introducéo

1.1 Microbiota Humana

O trato gastrointestinal € o 6rgdo mais densamente povoado, tanto por MO
comensais ou simbidticos, em sua grande maioria bactérias, mas ha também
fungos, arqueobactérias, e virus. (CAROLINA, et al. 2014). Cada ser humano
apresenta uma microbiota diferente definida pelos seus atributos genéticos ou
estimulos ambientais. Como a sua alimentagéo, idade e peso, gerando uma
grande variacdo entre todos os individuos. (CAROLINA, et al. 2014). Em
humanos, 90% dos filos encontrados sé&o Firmicutes e Bacteroidetes. O restante
sdo compostas pelo grupo taxondmico das Actinobactérias (familia
Bifidobacteriaceae) e Proteobactérias (familia Enterobactericeae). A sequéncia
que segue ¢é os filos Synergistetes, Verrucomicrobia, Fusobacteria e
Euryarchaeota em menor quantidade (CAROLINA, et al. 2014).

1.2 Escherichia coli

A descoberta da Escherichia Coli remete a 1885 pelo médico e bacteriologista
Theodor Escherich ao analisar fezes de recém nascidos. (LEVISON 1936 apud
FRIEDMANN 2014). Descrevendo o crescimento dessas bactérias em diferentes
meios de cultura: &gar, sangue, batata, entre outros. Seu experimento inicial foi
um pilar para a Biotecnologia e as enterobactérias continuam relevantes como

organismos modelos em diferentes ensaios. (FRIEDMANN, 2014).

Apesar de toda sua importancia, E.coli apresenta diferentes morfologias. Seu
formato é de bacilo, medindo 1um de comprimento por 0,35um de largura,
apresentando variacdes entre cepas e condicbes ambientais. Seu formato é
tubular, e algumas podem apresentar flagelos para se locomover no meio ou
fimbrias semelhantes, a pélos que servem para aderir a superficies ou outras
células. (BRENNER e FARMER, 2007).
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1.3 Pato6tipos de E.coli

Ha patotipos de E.coli que adquiriram genes especificos permitindo se proliferar
em outros ambientes dentro do hospedeiro e causar uma gama de doencas.
Essas estruturas de viruléncia sdo na maioria das vezes codificadas em
diferentes estirpes, assim criando novas combina¢des de elementos que eram
moveis, mas que se adaptaram para se integrar ao DNA. Essas estruturas foram
selecionadas, e as mais persistentes se tornaram patotipos de E.coli que tem a
capacidade de infligir enfermidade. (NATARO, KAPER, MOBLEY 2004)

Trés manifestacfes clinicas procedem da contaminacdo por essas bactérias:
diarréia, infeccdo do trato urinario e sepse/meningite (NATARO, KAPER,
MOBLEY, 2004). As ITU séo as infeccdes extra intestinais mais frequentes e
sdo causadas por E.coli uropatogénica (UPEC), o sorogrupo que causa
meningite e sepse esta ficando mais generalizado. As bactérias que causam
infeccbes fora do trato gastrointestinal (TGI) sdo denominadas EXPEC.
(RUSSO, JOHNSON, 2000)

A diarréia infecciosa € ainda considerada uma das principais causas de
mortalidade infantil, principalmente nos paises em desenvolvimento. As ECD
atualmente séo classificadas em 6 patétipos, considerando os mecanismo de
viruléncia, padrdes de adesao in vitro, sintomas clinicos e epidemiologia. Os seis
patétipos séo: E.coli Enteropatogénica (EPEC), E.coli Enterotoxigénica (ETEC),
E.coli Enteroinvasora (EIEC), E.coli Enterohemorragica (EHEC), E.coli
Enteroagregativa (EAEC), e E.coli que adere difusamente ao epitélio (DAEC)
(CULLER, 2010).

1.4 E.coli Diarreiogénicas

EPEC (E.coli Enteropatogénica):EPEC foi o primeiro sorogrupo de E.coli a ser
descoberto.Bray, em 1945 descreveu um conjunto de diferentes de E.coli que
foram isoladas de criangas no Reino Unido, mas ndo de criancas saudaveis.
Embora os grandes surtos de diarreia infantil diminuiram nos paises
industrializados, ela ainda é um risco para as criancas de paises em
desenvolvimento. (NATARO, KAPPER, MOBLEY 2004) Suas caracteristicas
sdo lesbes no epitélio do tipo A/E (fixacdo e apagamento) na superficie do

epitélio, diarreia frequente, febre, ndusea, e vomitos seguidos por um quadro de
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desidratacdo. Seus marcadores genéticos de viruléncia. Sdo o LEE (I6cus de
apagamento de enterdcitos), intimina, pilus formador de feixe, apenas em tEPEC
(tipica), mas ndo em atipica aEPEC. (CROXEN e FINLAY, 2010). EHEC: Foi
considerada como causadora de infeccoes humanas em 1982, a EHEC causa
diarréia sanguinolenta, sem sangue e sindrome hemolitica uremica (SHU). O
TGI de gado é o principal ambiente de proliferacdo e a doenga foi associada ao
consumo de hamburguer mal passado. Outros alimentos foram associados ao
surto, incluindo salsichas, leite ndo pasteurizado, alface, meldo, sumo de maca
e rebentos de rabanete. Esse ultimo foi o causador de uma endemia resultando
em 8000 casos no Japdo. O que é facilitado pela baixa exposi¢céo (estimado em
<100 unidades) (VARMA, 2003) Seu principal fator de viruléncia é a toxina Stx
contendo dois subgrupos stx1 e stx2, € produzida no célon em direcdo a corrente
sanguinea até a via renal danificando as células endoteliais e blogqueia a
vascularidade através da toxicidade direta e a acdo local das quimiocinas e
citocinas. (ANDREOLI, TRACHTMAN, ACHESON, 2002)

ETEC: A contaminacdo por ETEC causa diarreia aguosa leve a grave. Ainda é
uma das principais causas em paises em desenvolvimento e a principal para
viajantes para paises emergentes (NATARO, KAPPER 2004). Apresentam
fatores de colonizagdo para aderir as mucosas intestinais. Além de produzir uma
ou ambas as classes de enterotoxinas (LT) termolabeis e (ST) termoestavel.
(SPRANGLER, 1992) EIEC: Assim, como a Shigella apresenta uma alta
capacidade de invasdo as células epiteliais, ao mudar a conformidade do
citoesqueleto, seguido pelo rompimento do vacuolo endocitico adentrando no
citoplasma e esse citoesqueleto confere, mobilidade o que permite depois
infectar as células adjacentes. (PARSOT, 2005)

EAEC: A caracteristica mais marcante € o seu padrédo de adeséo € observada
em células in vitro lembrando tijolos empilhados. Sua manifestacéo clinica
também causa diarréia aguosa, que pode evoluir para a sanguinolenta e
apresenta um plasmideo (pAA) que contém genes para as fimbrias de adesao
agregativa. (CROXEN, et al. 2013)

DAEC: E chamada assim devido ao padréo de ades&o sobre as superficies das
células de forma que as bactérias ficam difusas. Duas adesinas foram
identificadas para este patétipo (Afa, Dr). Pode estar associada a colite
ulcerativa e Doenca de Crohn. (ELLIOTT; NATARO; 1995).
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AIEC: Dentre as principais caracteristicas estd a adesdo epitelial que se
moveatravés de flagelos ao encontrar um receptor nas células epiteliais
(CEACAM 6) que estimula IFN y e TFEN (alfa) que acaba gerando a alta
expressdo do receptor epitelial. O segundo mecanismo € a invasao de
macrofagos onde essas bactérias sédo fagocitadas, e se replicam no fagossomas
sem lisar a célula, e estimula a secre¢céo de TFN (alfa) o que causa a inflamacéao
do ileo, e esta associado a Doenca de Crohn (ELVIRA et al. 2016).

2.0 Avancos na Biotecnologia

Na década de setenta houve grandes descobertas sobre a transferéncia de DNA
por fagos (MANDEL e HIGA, 1970) e plasmideo para E.coli e outras bactérias.
(COHEN et al. 1972) Foi descoberto como induzir a competéncia bacteriana
(tornar a membrana permeavel), o que abriu 0 caminho para as técnicas de
clonagem molecular e DNA recombinante. O que fez as enterobactérias serem
cada vez mais estudadas em ensaios genéticos envolvendo vetores, como OMV

(Vesicula de Membrana Externa) e DNA extracromossomal.

Alguns biofarmacos foram criados a partir dessas técnicas, como a insulina
recombinante, eritropoetina, horménio do crescimento humano, fatores de
coagulacéo do sangue, dentre outros (KAMIONKA, 2011, HUANG et al. 2012).

2.1 Mecanismos de adquirir Competéncia

O mecanismo para adquirir DNA entre populacdes bacterianas é a transferéncia
horizontal de genes (HGT) que contribui para a adaptacdo bacteriana a
diferentes ambientes. Hoje se conhece trés mecanismos de transferéncia:
conjugacgao, transducao, e transformagcao (WINTERDORFF et al. 2016). A
conjugacdo e a transducdo dependem de aparatos especificos como pili
conjugativos, e fagos respectivamente. A transformagéo é a capacidade da
bactéria em adquirir competéncia para receber DNA extracelular que pode
ocorrer na natureza ou ser induzida artificialmente.(LORENZ; WACKERNAGEL,
1994).
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Figura 1. Mecanismo de transferéncia horizontal de genes

Fonte: Adaptado de Winterdorff e Nieckerk, 2016

2.2 Conjugacao

A conjugacéo requer contato direto entre a bactéria doadora e a receptora
através de pili ou adesinas, o que é facilitado pela maquinaria da bactéria que
produz elementos conjugativos no proprio DNA cromossdmico ou em
plasmideos que se replicam independentemente(WINTERSDORFF, PENDERS,
2016). Esse material genético € frequentemente transformado em fita simples
para ser transferido para a bactéria receptora, e entdo a maquinaria de
replicacdo integra esse elemento genético tornando o fita dupla. (WOZNIAK,
WALDOR 2010)

2.3 Transformacéao

Em 1928, Griffith foi o primeiro a demonstrar a transferéncia de material
genético em cepas de Streptococcus Pneumoniae. Certas bactérias
demonstraram capacidade de absorver, integrar e expressar esses fragmentos
livre de DNA, esse mecanismo foi chamado de transformacéo (natural).
(GRIFFITH, 1928). Para que ocorra a transformacao € preciso que duas
situacdes ocorram: deve haver DNA em meio extracelular; a bactéria precisa
estar em estado de competéncia; e esse material genético deve ser integrado

por incorporacdo ao genoma ou em forma de DNA plasmidial. (THOMAS;
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NIELSEN, 2005). Outras espécies de bactérias capazes sO desenvolvem a
competéncia na presenca de autoindutores, estado nutricional e outras
condic¢@es limitantes. (JHONSTON, et al. 2014)

Existem duas técnicas in vitro de transformacdo: quimica e fisica. A
eletroporacé@o é o método fisico, onde a célula recebe um choque elétrico que
abre os poros das membranas, facilitando a entrada de plasmideos, e ap0s isso
€ colocada em meio rico de cultivo. Possui alta eficiéncia em E.coli (NEUMANN,
1982). A transformacdo quimica ocorre através de um choque térmico, a
amostra é mantida em uma solucdo contendo CaClz(cloreto de calcio) e glicerol
em temperatura de 0° C , e apdés isso é aquecida a 42 graus celsius por 2
minutos, o que faz a bactéria abrir seus canais idnicos, permitindo a entrada de

DNA exoégeno.

Em Escherichia coli o método mais eficiente disponivel para a transferéncia de
plasmideos € a eletroporacéo. No caso da ampicilina atinge um sucesso de 80%
em transferir o plasmideo. (KUMAR 2019 apud SMITH 1990). A eletroporacdo
danifica e altera a membrana, alterando a permeabilidade da membrana celular,
normalmente 50 a 70% das bactérias expostas a alta intensidade elétrica
morrem, devido ao tempo de tratamento e a intensidade da carga elétrica
(VENDA e HAMILTON, 1967).

2.4 Transducéo

Os bacteri6éfagos apresentam um papel chave para a comunidade bacteriana,
em qualquer habitat. Podendo fazer a transferéncia de DNA de forma
especializada (fragmento especifico) ou generalista (qualquer fragmento),
transferindo genes para seu hospedeiro o que garante a sua propria
sobrevivéncia e dispersao. (MODI, et al. 2013). Os fagos transferem de material
cromossbmico a EGM (elementos genéticos modveis como plasmideos,
transposons, e ilhas gendmicas (BROWN, JAQUE et al. 2015).

Os estudos atuais colhendo amostras de diferentes ambientes evidenciam que
os fagos estéo carregando genes de resisténcia a antibiéticos, mostrando que
eles desempenham uma funcéo importante na disseminacao de AGR (genes de
resisténcia a antibidticos). (WINTERSDORFF, PENDERS, 2016). Através de
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gPCR (COLLOMER-LLUCH, et al. 2011) detectou os B-lactamicos blatem, blactx-
m encontrados em amostras de esgoto tanto em rios e corregos. Além de que a
clonagem do DNA de fago para o vetor E.coli suscetiveis a ampicilina gerou

individuos modificados com 0s AGR blatem, blacx-m ou outro gene de resisténcia.

3.0 GFP e seus usos

Um dos genes mais utilizados nas técnicas de transformacéo bacteriana é o que
codifica a proteina Green Flourescent Protein (GFP). Essa sequéncia especifica
foi isolada pela primeira em uma espécie de agua-viva Aequorea Victoria.
(SHIMOMURA, 1962). Essa proteina emite fluorescéncia quando exposta a
comprimento de onda entre o espectro de 395 nm e 509 nm. A fluorescéncia
pode ser usada para identificar padrdes de adesdo, contar colbnias.
(GARDNER, 2000).

E.coli com toda certeza hoje dentre todos 0s seres vivos que existem ou
existiram € o mais estudado e compreendido do Planeta Terra. (BLOUNT, 2015).
As pesquisas de Biologia Molecular e Genética mudaram a nossa Visao,
permitindo o desenvolvimento de técnicas de insercdo de genes, amplificacao,
enzimas de restricao, dentre outros conceitos inovadores que a cada dia mudam
a nossa realidade. (LEHMAN et al. 1968).
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4 Objetivos

4.1 Objetivo Geral

Aplicar a técnicas de transformacdo bacteriana para inserir o plasmideo
contendo o gene GFP (Green Fluorescent Protein) em diferentes linhagens de
E.coli

4.2 Objetivos especificos

a) Extracéo e digestdo com enzima de restricdo do plasmideo contendo GFP de
amostra ATCC de referéncia;

b) Preparacdo de células competentes de diferentes linhagens de E.coli
diarreiogénicas;

c¢) Transformacao do plasmideo nas diferentes linhagens;

d) Ensaios de interagdo de amostras contendo o plasmideo.
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5 Materiais e métodos

5.1 Amostras Bacterianas

Neste estudo serdo utilizadas amostras de EPEC tipicas da colecéo do

Laboratorio de Genética do Instituto Butantan.

Amostras Sorotipo Patdtipo
Referéncias
E.coli Amostra 06 Comensal
ATCC 25922 ATCC
E.coli Amostra E 0127:H6 EPEC
2348/69 Levine et al. 1986
tipica
E.coli Amostra BA 320 O55:H7 EPEC
Bueris et al.
atipica

2007, Abe et al.

2009

5.2 Pré-In6culo

Para a selecao bacteriana foi aliquotado ampicilina na concentracdo de 100
pg/mL em 3 mL de meio LB e 30ul das cepas de E.coli ATCC GFP (25922) sob

agitacdo constante a 180 RPM overnight na estufa a 37°C.

5.3 Extracdo de Plasmideo

Modificado a partir do kit de purificacdo da DNA Wizard Plus da (Promega) com
0s pré-inoculos do dia anterior. 1300ul das amostras serdo aliquotados em

eppendorf e submetidos a centrifugacdo de 8000 rpm por 10 minutos a
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temperatura ambiente e o sobrenadante acabou descartado. Com o auxilio da
pipeta ou vortex o substrato foi soerguido com 250ul da solucdo da Cell
Resuspension Solution e 250ul Cell Lysis Solution. As solu¢des foram invertidas
até deixar as amostras homogeneizadas e imediatamente adicionado 10ul da
enzima Alkaline Protease e incubada por 5 minutos em temperatura ambiente,
e depois foi colocado 350ul da solugdo de Neutralizacdo o contetdo foi
novamente homogeneizado. As amostras foram centrifugadas a 12000 rpm por
10 minutos em temperatura ambiente e 800ul da solucéo foram transferidas para
a coluna de extracdo. Foi realizada nova centrifugacdo a 12000 RPM por 1
minuto a temperatura ambiente, e o sobrenadante foi descartado. Foram
realizadas duas lavagens da coluna utilizando solu¢do de lavagem do kit por
centrifugacdo a 12000 rpm por 2 minutos. Apds essa etapa, o DNA plasmidial
foi ressuspendido em 30uL de agua livre de nuclease e armazenado em freezer
a -20°C.

5.4 Leitura no Espectrofotémetro

A concentracdo de DNA foi verificada no espectrofotometro (Eppendorf
Biophotometer PLUS®) em comprimento de 260/280. Uma aliquota de 4 pl do

plasmideo extraido foi utilizada para a medi¢cdo da concentracdo de DNA e

proteinas.
5.5 Reac¢do da Enzima ECOR1

Antes de dar inicio a reacdo a enzima ficou 5 min a 37°C em estufa para atingir
0 seu 6timo. Foi pipetado nessa ordem: 2ul do tampao, 2ul da enzima e 16ul do
plasmideo, totalizando 24ul com 4pul do corante. Na amostra ndo digerida foi
aliguotado em eppendorfs o corante BlueJuicer (10X), 2ul do tampéo de corrida
(1KB DNA PLUS) na concentracdo (1:6) e 8ul de agua livre de nuclease. A
reacao foi aplicada em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio e as

bandas do plasmideo foram visualizadas na camara de UV.
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5.6 Eletroforese em gel de agarose

Apoés a extracdo e digestdo plasmidial foi realizada eletroforese em gel de

agarose para confirmacéo da presenca do plasmideo de interesse.

5.7 Preparacdo das células competentes

Um inoculo das amostras E2348/69 e da amostra BA320 foi preparado em 50ml
de meio Luria Bertani (LB) em uma concentracdo de 1:100 (500ul). A cultura foi
incubada na estufa a 37°C sob agitacdo constante. O crescimento foi

acompanhado em biofotdmetro (Biophotometer PLUS®) a cada 3 horas até que

atingisse a fase mid log (OD 600 nm entre 0,4-0,6) de crescimento. A coleta foi
realizada por meio de 4 tubos falcon de 15mL (12,5mL em cada), previamente
resfriados no gelo. O conteudo foi centrifugado a 7000 RPM por 5 min. Visando
a reducdo do crescimento bacteriano e a formacdo de um sedimento . Esse
substrato foi entdo ressuspendido com agua mili gelada, e depois submetido a
nova centrifugacao por 5 min. O material resultante foi transferido para 2 tubos
falcon e ressuspendido com 500ul de agua miliQ gelada, obtendo uma solucao
com aproximadamente 10° células por ml e aliquotado em 10 eppendorfs

contendo Glicerol 10%. As bactérias foram armazenadas em freezer -80°C.
5.8 Eletroporacao

O eletroporador (BIO-RAD E.coli Pulser®) foi utilizado para a transfeccdo do
plasmideo, as cubetas e as amostras foram mantidas no gelo. Cada cubeta
recebeu uma mistura das células competentes com o plasmideo extraido, com
uma concentracdo de 10ng/ul (5ul a 10ul). Apds isso as cubetas foram inseridas
no eletroporador. As amostras foram submetidas a um choque 2,5 kilovolts por
3,5 milissegundos e ressuspendidas com 1 ml de meio SOC, sendo transferidas
para novos tubos eppendorf. As amostras ficaram 1 hora na estufa a 37 °C e, em

seguida, foi realizado plagueamento em meio seletivo.
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5.9 Plaqueamento

Foram preparados 200 ml de meio Luria Bertani Agar (LBA) e distribuidos em 10
placas de Petri. Posteriormente a ampicilina foi dispersa sobre a placa na
concentracdo de 100mg/ml. Apds isso com o auxilio da alca o substrato foi
espalhado uniformemente sobre as placas, que foram entdo incubadas na estufa

overnight a 37°C.

5.10 Formacéo de Biofilme em superficie abidtica: Analise em

Microscopia Confocal

Para os testes de formacéo de biofilme através de microscopia confocal, apés
os periodos de incubacao (3, 6, 12, 24,48,72). Os pocos foram lavados 3 vezes
com PBS 1x. Em seguida, as bactérias foram fixadas com p-formaldeido 4% em
PBS 1x por 18 horas a 4°C. As células foram novamente lavadas com PBS 1x e
permeabilizadas com Triton x-100 a 0,1% em PBS por 4 minutos. Apds as
lavagens com PBS, DAPI foi adicionado em uma concentragéo de 1:1000. As
laminulas foram incubadas por 45 minutos. As laminas foram observadas no
laboratorio de Parasitologia do Instituto Butantan, em aumento 620x utilizando o

microscopio LSM 510 Meta (Zeiss, Alemanha).

5.11 Teste de Adesado em células epiteliais

As linhagens celulares Hela e Caco 2 foram cultivadas em meio MEM,
enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB) em estufa de CO25% a 37 °C
até a formacdo de monocamada. Esta monocamada foi lavada com PBS 1x e
tripsinizada com 2ml de tripsina. Apés isso foi ressuspendida em meio MEM para
a contagem das células na camara de Neubauer. Apos isso, 1X 10 5 células/ml
foram transferidas para placas de 24 pocos e mantidas em estufa de CO25%, a
37 ° C em 48h. Apos a semi confluéncia de 70%, as células foram lavadas 6
vezes com PBS 1X (200uL) em cada poco. Apds isso foi adicionado 1 mL de
MEM a placa. Na placa foram feitas inoculacbes de 20ul de amostras de E.coli
com GFP e sem GFP e feita incubacgéo por 3 horas em estufa a 37°C . Apés esse

periodo, as placas foram lavadas por 6 vezes com PBS 1x para retirar as
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bactérias que ndo aderiram. Foi realizada uma fixagcdo com paraformaldeido 4%
e coloracado com corantes fluorescentes, montagem das laminas e observacgao

em microscopio de Optico de Fluorescéncia e fotografadas
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6 Resultados

6.1 Extracéo de e digestdo do DNA plasmidial

Apos a extracdo do DNA plasmidial foi feita a quantificacdo e verificagcdo da
pureza do material. as amostras que apresentaram quantidade e qualidade
satisfatorias foram submetidas a digestdo com enzima de restricdo EcoR1 e

submetidas a eletroforese em gel de agarose, como mostra a figura 2.

Figura 2: Amostra de plasmideo extraido sem digestao: 1kb E23 320

Fonte: proprio autor, 2023

Figura 3 Amostras de plasmideos extraidos apos digestdo com enzima de

restricdo Eco R1

"o . pm—

Fonte: préoprio autor, 2023
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6.2 Transformacéao bacteriana

ApoOs a obtencdo do plasmideo e das células competentes foi realizado o
procedimento de eletroporacdo para a transformacdo das amostras com a
insercéo do plasmideo contendo o gene da proteina GFP. A figura 4 mostra as
colbnias transformantes emitindo fluorescéncia em aparelho transiluminador UV
e a figura 4 mostra imagens das bactérias emitindo luz verde em microscopia de

fluorescéncia.

Figura 4: Placas de Petri contendo coldnias de E.coli transformadas com

plasmideo GFP visualizadas em aparelho transiluminador UV.

Fonte: proprio autor, 2023
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Figura 5: Imagem de microscopia optica de fluorescéncia.identificando
amostras bactérias contendo a proteina GFP e emitindo fluorescéncia.
aumento de 600X

Fonte: préprio autor, 2023

6.3 Ensaios de Formacéao de Biofilme

ApoGs a confirmacdo de amostras transformantes foram realizados ensaios de
interacdo de amostras contendo o gene GFP e amostras sem esse gene, com 0
objetivo de poder identificar diferentes populacdes bacterianas, como mostra a
figura 5.

Figura 6: Imagens de microscopia de fluorescéncia contendo amostras com GFP e sem
GFP aderidas em laminulas de vidro A) Amostras sem GFP coradas em azul B) amostras

com GFP emitindo luz verde; C) sobreposicdo das imagens. Aumento de 630 X
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Fonte: proprio autor, 2023

6.4 Ensaios de adesdo em células epiteliais in vitro

Também foram realizados ensaios de interacdo entre amostras bacterianas
contendo plasmideo com o gene GFP em diferentes tipos celulares cultivados in
vitro A figura 6 mostra imagens de microscopia de fluorescéncia de ensaios de
adesao em células HelLa e a figura 7 mostra imagens de microscopia confocal de

ensaio de adesdo em células Caco 2.

Figura 7: Imagens de microscopia de fluorescéncia de ensaios de adesédo em células
HelLa contendo amostras com GFP e sem GFP. A) amostras sem GFP e nlcleos das
células coradas em azul; B) amostras com GFP emitindo luz verde; C ) sobreposi¢éo das

imagens. Aumento 630 X

A) B)
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Fonte: préprio autor, 2023

Figura 8: Ensaio de adesédo de amostras de E.coli em células Caco 2. A) Citoesqueleto
celular(faloidina); B) Amostras de E.coli BA 320 emitindo luz verde; C) Nucleo das células
corado em azul; D) Sobreposicdo das imagens

A) B)

C) D)

Fonte: AGUIAR, 2023
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7 Discussao

O estudo das interagbes de populacdes bacterianas e de interacbes entre
bactéria e hospedeiro tem se desenvolvido muito nos ultimos anos. O conceito
de comportamento coordenado de amostras bacterianas ja estd bem
estabelecido e diversos grupos de pesquisa estao utilizando seus recursos para
um melhor entendimento dos mecanismos de comunicacao e sinalizacao celular.
Apesar desse recente aumento de interesse na area, existem algumas limitacées
técnicas para esse tipo de estudo. Os modelos animais, por exemplo, possuem
muitas limitacfes e nao refletem com fidelidade os mecanismos de interacdo que
existem entre as populacdes bacterianas no hospedeiro. Em outros casos, como
no caso de amostras enteropatogénicas, ndo existe um modelo animal adequado
para o estudo, pois as espécies que tém a capacidade de desenvolver a infeccao
em humanos possuem caracteristicas distintas daquelas que podem causar
infeccBes em animais. Outro ponto que deve ser destacado € que a maior parte
dos estudos analisa os efeitos de espécies isoladas e infelizmente isso € muito
pouco comum na vida real. Na imensa maioria das vezes, existem populacoes
polimicrobianas, compondo um vasto microbioma que regula sua transcricao
génica de acordo com os sinais existentes no ambiente. No caso do trato
gastrointestinal, humano, existe uma grande diversidade populacional, com
diferentes espécies e também com diversidade entre as espécies, existindo a
possibilidade de sub espécies e patotipos muito semelhantes e que séo dificeis

de distinguir com as técnicas que sao utilizadas atualmente.

No caso da E.coli diarreiogefiica, existem alguns ensaios celulares que permitem
entender um pouco melhor a patogenicidade desses grupos de amostras, como
0 ensaio de adeséo descrito por Craviotto et al. 1991 que permite a identificacdo
de padrbes de adesao de diferentes patédtipos em cultivos celulares e também,
a técnica descrita por Knutton et al. 1989 que permite a identificacdo de um tipo
especifico de lesdo no enterécito caracterizado pela destruicdo das
microvilosidades, rearranjo do citoesqueleto e acumulo de actina no sitio de
adesao da bactéria, no,meda de lesao “attaching and effacing”.(Moon et al. 1983)
. Como j4 foi dito anteriormente, a maioria dos trabalhos na literatura estuda de
forma isolada os patotipos e tem dificuldades para tentar reproduzir as condigées
existentes nos hospedeiros. Uma das dificuldades encontradas para o estudo de

populacdes mistas € a identificacdo das amostras envolvidas no processo.
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Os estudos costumam falhar na quantificagéo das populagdes presentes porque
sdo em alguns casos, da mesma espécie, possuem morfologia idéntica, também
possuem muitas caracteristicas genéticas semelhantes, e com isso dificultam a
caracterizacao genética morfologia, que poderia auxiliar muito no entendimento

das interacoes.

Com o intuito de desenvolver uma metodologia que auxilie a identificagéo e
quantificacdo das amostras bacterianas nés propusemos uma transformacao
gue possibilita a identificacdo de amostras nos testes de interagdo com cultivos

celulares in vitro.

Com a realizacdo da transformacdo de amostras especificas com plasmideo
contendo gene GFP, é possivel que através de microscopia de fluorescéncia e
de citometria de fluxo, diferentes populacdes bacterianas possam ser

identificadas e quantificadas.

Neste estudo foi possivel confirmar que a transformacéo foi realizada com
sucesso e a aquisicdo do plasmideo conferiu as amostras a capacidade de

emissao de luz verde.

Gracas a aquisicdo deste fendtipo, foi possivel a identificacdo de diferentes
populacdes bacterianas nos testes de formacdo de biofilme em superficies
abioticas e de adesdo bacteriana em cultivo de células epiteliais. Outra
possibilidade que né&o foi contemplada neste estudo, mas que pode contribuir
muito para a quantificacdo de bactérias e a contagem através de citometria de

fluxo que pode ser realizada com a utilizacéo de fluorescéncia.

Nosso estudo foi realizado apenas com a proteina GFP como marcador que
confere luz verde, mas existem outras proteinas que conferem capacidade de
emissdo de luz em diferentes comprimentos de onda, como por exemplo,
amarelo ou vermelho que também podem ser transformadas em bactérias
competentes e proporcionar testes com uma diversidade ainda maior de
espécies de bactérias envolvidas na interacdo e proporcionar um melhor

entendimento do comportamento coordenado entre as espécies.
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8 Conclusao

Foi possivel a obtencdo e transformacdo do plasmideo contendo GFP em
amostras de E.coli diarreiogénica. Os ensaios de formacao de biofilme e testes

de ades&o com amostras contendo GFP permitiram a identificacdo de mais de

uma espécie presente.
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