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Objetivos

Investigar como os sistemas de secregéo da
bactéria Pseudomonas aeruginosa (PA)"?
influenciam sua interagdo com o fungo
Aspergillus fumigatus (AF), em contextos de
co-colonizagéo associados a fibrose cistica®*>.

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 inser¢gdo por
transposon, focou genes de SS(Tipo [-VI)E.
Ensaios de co-cultura ocorreram em
RPMI-HEPES por 5 dias a 37 °C’ , permitindo
formacdo de biofime. O DNA extraido foi
quantificado por qPCR para avaliar o
crescimento especifico. Com base nos
resultados, mutantes de delegdo, como aprF
(T1SS) e estA (T5aSS), foram gerados com o
vetor suicida pEX18Gm. Trés protocolos de
extracdo de RNA com Trizol foram testados: (l)
com aquecimento, () em baixa
temperatura(BT) e (lll) BT com adigdo de
0,01% p-mercaptoetanol. A quantificacéo
ocorreu no Nanodrop e a integridade do RNA
foi analisada no Bioanalyzer.

Resultados

Verificou-se que mutagdes em genes de SS
causaram desvantagem de crescimento para
AF. Isso foi confirmado com mutantes por
delegdo, destacando que a auséncia da
proteina de membrana externa do T1SS (AprF)
e, em menor grau, da esterase do T5aSS
(EstA) prejudicou o crescimento fungico (Figura
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Figura 1 - Influéncia de P. aeruginosa (PA14) selvagem
(WT) e mutantes por delecao dedois genes, aprF (T1SS)
e estA (T5aSS), no crescimento de Aspergillus
fumigatus (AF). Numero de copias do gene 18S rDNA por
qPCR como inferéncia da quantidade do fungo em cada
amostra.
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O efeito mais marcado ocorreu com o mutante

AaprF, envolvido na secrecido de proteases
como AprA e AprX, que possivelmente
beneficiam o fungo ao modular a matriz do
biofilme ou degradar proteinas extracelulares
usadas por AF como carbono. Em contraste,
mutantes do cluster H1 do T6SS néo alteraram
a interacdo com AF, indicando especializagéo
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

Cluster “Active” Gene Locus | GenelD | Gene synonyns
PA14_42980 clpV2
PA14_43000 hsiG2 tssF2
PA14_43030 hsiC2 1ssC2

H2

PA14_43050 hsiA2 tssA2

PA14_34010 hsiG3 tssF3
PA14_34050 hsiC3
PA14_34080 lip3 tssd3
PA14_34110 dotU3 tssL3
PA14_34130 icmF3 tssM3
PA14_34150 sfa3

H3

Com o objetivo de realizar uma analise
transcriptbmica, para compreender mais
precisamente o perfil de expressdo da bactéria
nas condi¢cdes de co-cultivo, uma otimizagéo
do protocolo de extracdo de RNA das bactérias
em co-culturas foi realizada. Diferentes
métodos foram testados, e demonstrou-se que
a adigao de 0,01% deB-ME ao Trizol (Método
[ll) foi a abordagem mais eficaz, resultando em
RNA de alta concentragéo (até 909 ng/uL) e
com excelentes pardmetros de pureza e
integridade (Figura 2).
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Figura 2 — Otimizagdo do método para extragao
do RNA total de PA em co-cultura com AF. A
quantificagdo de RNA foi realizada pelo Nanodrop

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

Conclusoes

A interagdo entre P. aeruginosa e A. fumigatus
vai além de uma simples relacdo antagbnica. A
inativacdo do T1SS prejudicou o fungo,
sugerindo um papel mutualistico ao fornecer
beneficios por meio de efetores secretados.
Este estudo amplia a compreensao das
interacoes polimicrobianas clinicamente
relevantes e reforgca a necessidade de uma
visdo mais abrangente da agdo bacteriana.
Futuras analises transcriptdmicas esclareceram
0s mecanismos moleculares dessa
coexisténcia complexa.
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