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Objetivos 
  Investigar como os sistemas de secreção da 
bactéria Pseudomonas aeruginosa (PA)1,2 
influenciam sua interação com o fungo 
Aspergillus fumigatus (AF), em contextos de 
co-colonização associados à fibrose cística3,4,5. 

Métodos e Procedimentos 
 Foram utilizadas linhagens derivadas de P. 
aeruginosa PA14 e a cepa selvagem de A. 
fumigatus CEA17. A triagem inicial, com 
mutantes da biblioteca de inserção por 
transposon, focou genes de SS(Tipo I-VI)6. 
Ensaios de co-cultura ocorreram em 
RPMI-HEPES por 5 dias a 37 °C7 , permitindo 
formação de biofilme. O DNA extraído foi 
quantificado por qPCR para avaliar o 
crescimento específico. Com base nos 
resultados, mutantes de deleção, como aprF 
(T1SS) e estA (T5aSS), foram gerados com o 
vetor suicida pEX18Gm. Três protocolos de 
extração de RNA com Trizol foram testados: (I) 
com aquecimento, (II) em baixa 
temperatura(BT) e (III) BT com adição de 
0,01% β-mercaptoetanol. A quantificação 
ocorreu no Nanodrop e a integridade do RNA 
foi analisada no Bioanalyzer. 

Resultados 
Verificou-se que mutações em genes de SS 
causaram desvantagem de crescimento para 
AF. Isso foi confirmado com mutantes por 
deleção, destacando que a ausência da 
proteína de membrana externa do T1SS (AprF) 
e, em menor grau, da esterase do T5aSS 
(EstA) prejudicou o crescimento fúngico (Figura 
1). 

 
Figura 1 - Influência de P. aeruginosa (PA14) selvagem 
(WT) e mutantes por deleção dedois genes, aprF (T1SS) 
e estA (T5aSS), no crescimento de Aspergillus 
fumigatus (AF). Número de cópias do gene 18S rDNA por 
qPCR como inferência da quantidade do fungo em cada 
amostra.  



 

 O efeito mais marcado ocorreu com o mutante 
∆aprF, envolvido na secreção de proteases 
como AprA e AprX, que possivelmente 
beneficiam o fungo ao modular a matriz do 
biofilme ou degradar proteínas extracelulares 
usadas por AF como carbono. Em contraste, 
mutantes do cluster H1 do T6SS não alteraram 
a interação com AF, indicando especialização 
funcional entre os clusters. Diante disso, novos 
mutantes da biblioteca PA14NR foram 
selecionados para investigar os clusters H2 e 
H3 do T6SS(Tabela 1). 
 
Tabela 1 - Lista de genes associados aos clusters H2 e 
H3 para T6SS presentes na biblioteca PA14NR 

 
  Com o objetivo de realizar uma análise 
transcriptômica, para compreender mais 
precisamente o perfil de expressão da bactéria 
nas condições de co-cultivo, uma otimização 
do protocolo de extração de RNA das bactérias 
em co-culturas foi realizada. Diferentes 
métodos foram testados, e demonstrou-se que 
a adição de 0,01% deβ-ME ao Trizol (Método 
III) foi a abordagem mais eficaz, resultando em 
RNA de alta concentração (até 909 ng/µL) e 
com excelentes parâmetros de pureza e 
integridade (Figura 2). 

 
 
 
 
 

Figura 2 – Otimização do método para extração 
do RNA total de PA em co-cultura com AF. A 
quantificação de RNA foi realizada pelo Nanodrop 

(tabela) e a integridade avaliada no Bioanalyzer 
(eletroferograma à direita). As amostras 1-6, 
provenientes de culturas de PA e AF processadas 
por três métodos, mostraram bandas nítidas de RNA 
ribossômico bacteriano (23S e 16S), indicando alta 
qualidade do material obtido. 

Conclusões 
A interação entre P. aeruginosa e A. fumigatus 
vai além de uma simples relação antagônica. A 
inativação do T1SS prejudicou o fungo, 
sugerindo um papel mutualístico ao fornecer 
benefícios por meio de efetores secretados. 
Este estudo amplia a compreensão das 
interações polimicrobianas clinicamente 
relevantes e reforça a necessidade de uma 
visão mais abrangente da ação bacteriana. 
Futuras análises transcriptômicas esclareceram 
os mecanismos moleculares dessa 
coexistência complexa. 
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