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Introducao Resultados

A mastite bovina é uma enfermidade comum em vacas leiteiras que
provoca a inflamacao das glandulas mamarias. A doenca pode ser
causada por uma grande diversidade de microrganismos, e dentre as
bactérias mais comumente associadas a mastite, destacam-se as do
género Staphylococcus spp., frequentemente resistentes a antibioticos
beta-lactamicos, classe de antimicrobianos amplamente utilizada no
tratamento dessa doenca. No Brasil, a mastite é altamente prevalente e
afeta a producdo leiteira, comprometendo a qualidade do leite,
tornando-o improprio para comercializacdo e consumo.

Diante do aumento de cepas resistentes a antimicrobianos, novas
estratégias terapéuticas vém sendo exploradas e dentre elas,
destacam-se os bacteridétagos e suas proteinas como alternativa eficaz e
promissora.

A vpartir dos testes de expressao realizados constatou-se a
impossibilidade de expressar as trés proteinas de interesse da forma
esperada. Com a ORF 31 nao foi possivel obter nenhuma banda nos
testes de confirmacao propostos.

Figura 1: SDS-PAGE ORF 31. Ordem no gel: Marcador - Controle (+) - Fragao soltavel - Fracdo insolavel

Objetivos

Expressar e avaliar a efetividade de trés proteinas recombinantes
pertencentes ao grupo das VAPGHs provenientes do bacteriofago
UFV13 no controle de bactérias causadoras da mastite bovina, como
uma alternativa ao uso de antimicrobianos para o tratamento dos
animais afetados pela doenca.

Materiais e Métodos

Construcao do vetor de expressao

(5397) PaeR71 - PspXI - Tlil - Xhol
(5389) Eagl - Notl
(5382) HindIIT |
(4964) Bglll (s376) Sall Blpl (s5476)

(4923) Sgral (5030) Xbal Ndel (5070) Bsal (5164) (5363) EcoRI Styl (5498)

Ja com a ORF 157 sua presencga foi confirmada na fracdo insolavel,
porém por motivos desconhecidos o peptideo nao saiu da canaleta do
gel. Por fim, a ORF 246 apresentou confirmagao em um peso molecular

Obtencao dos plasmideos e transformac¢ao em E.coli Top10 e BL21 muito abaixo do esperado para a proteina.
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Plasmideo Transtormagio Transformacio - ~ . - . - - .
em Top10 em BL21 Nao houve éxito na expressao e purificacdo em sua conformacao nativa
de nenhuma das proteinas escolhidas. Entretanto, em relacdo a
Extracao plasmidial e confirmacgao da transformacao expressdo da ORF 246, ha a possibilidade de tentativas de sua

expressao em projetos futuros, sendo necessario a realizacdo de um
sequenciamento das bandas obtidas para confirmar a hipotese de
degradacao induzida por OmpA. Caso isso se confirme, serd necessario
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Chscmemigs  MInprepibor Plamideo Confirmagao da obter uma melhor forma de expressao dessa proteina sem a utilizagao
BL21 lise alcalina puro transformagao por PCR ¢ . . - .
transformada eletroforese em gel de agarose de uma Slnahzagao para O envio eXtraCQIUIar.
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