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Resumo

Este trabalho teve como objetivo a construcdo de vetores e linhagens bacterianas
recombinantes para a expressdo heterologa dos dominios funcionais de duas
adesinas de Staphylococcus aureus: a regido A da proteina ligante de colageno
(CNA) e a regido A do fator de aglutinagdo A (CIFA). O plasmideo pET-28a(+)
(Novagen, USA) e as linhagens de Escherichia coli DH5a e BL21-Codon Plus (DE3)
foram utilizados para construgdo dos vetores de expressdo e linhagens
recombinantes, respectivamente. A identidade e orientacdo dos insertos nos
plasmideos recombinantes foram confirmadas por reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) utilizando oligonucleotideos especificos para anelamento no vetor e no
inserto. As duas linhagens recombinantes obtidas serdo utilizadas para produzir,
purificar e caracterizar fisico-quimica e funcionalmente as regiées. A das proteinas

CIfA e CNA de S. aureus visando sua aplicagdo tecnologica para a profilaxia e
controle da mastite bovina.
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Introdugao

Staphylococcus aureus é um agente contagioso da mastite bovina, presente
na maioria dos rebanhos brasileiros (BRITO et al., 1999). Componentes proteicos da
superficie bacteriana tém papel importante no estabelecimento das infecgdes por
-esse patogeno e tém sido objeto de estudos relacionados a imunoprotecdo
(PEREIRA et al., 2011).Estudos sobre a frequéncia e expressdo de genes que
codificam adesinas em S. aureus isolados de mastite bovina de rebanhos brasileiros

tém apontado a importdncia da investigacdo destes fatores de viruléncia como



alternativas para a produgdo de imunégenos que poderdo ser utilizados na profilaxia
da mastite, considerando a importdncia dessas proteinas na adesdo bacteriana,
primeira etapa da patogénese (KLEIN et al., 2012).

O fator de aglutinagdo A (CIfA) € uma adesina que medeia a ligacao de S.
aureus ao fibrinogénio na superficie da célula hospedeira e promove a invasédo
bacteriana nos tecidos, enquanto a proteina ligante de colageno (CNA) auxilia na
ligagdo do patogeno ao colageno presente na matriz tecidual do hospedeiro
(MCDEVITT et al., 1994; PATTI et al., 1992). Foi observada elevada frequéncia dos
genes cffA (82,76%) e cna (94,2%)em uma populacdo de S. aureus (n = 157
linhagens) isolados de amostras de leite provenientes de rebanhos bovinos das
regides sudeste, sul e norte do Brasil (dados ndo publicados).

O objetivo deste trabalho foi construir vetores e linhagens bacterianas para a
expressao heterdloga dos dominios de ligagcdo da proteina de ligacéo ao colageno
(-CNA) e do fator de aglutinagdo A (r-CIfA) de S. aureus visando ao
desenvolvimento de imunégenos para controle da mastite e melhoria da qualidade

do leite.

Material e Métodos

Microrganismos e plasmideos: Para amplificacdo das regides codificadoras dos
genes cna e clfA foram utilizadas,respectivamente, as linhagens CI287 e CT22,
previamente isoladas de amostras de leite bovino e conservadas na Colegcéo de
Microrganismos de Interesse da Agroindustria e Pecudria (CMIAP) da Embrapa
sediada na Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora, MG. Os fragmentos dos genes
supracitados foram clonados no vetor pET-28a(+) Novagen® sendo as linhagens de
Escherichia coli DH5a e BL21-Codon Plus (DE3) (Agilent Technologies,
USA)utilizadas para selecionar os plasmideos contendo os insertos génicos e para a
construcdo de linhagens recombinantes para expressdo proteica, respectivamente.
As linhagens de S. aureus foram cultivadas em meio de cultura 4gar BHI e as de E.
““coli em meio Luria Bertani (LB). Todos os microrganismos foram preservados a —
80°C em meio de cultura apropriado, contendo 10 % de glicerol.

Construcéo dos vetores de expressdo: Fragmentos dos genes CNA (1590pb) e cifA
(1034pb) correspondentes a regido codificadora dos dominios funcionais das



respectivas adesinas foram amplificados por PCR utilizando uma DNA polimerase
de alta fidelidade (GoTaq DNA Polymerase - Promega®), os oligonucleotideos CnaF
(5-ATATGAATTCGAGTATAAGGAAGGGGTT-3), CnaR (5'-TTTGGATCCGTTTTTC
AGTATTAGTAACCA-3’), CKAF (5-TATGGATCCGTAGCTGCAGATGCACC-3) e
CAR (5'-CGCGTCGACCTCTGGAATTGGTTCAATTTC-3') e DNA molde das
linhagens doadoras dos genes de interesse. Os fragmentos de DNA foram
purificados com emprego do kit Purelink® PCR Purification Kit (Invitrogen®) e
inseridos no vetor pET-28a(+) utilizando T4 DNA Ligase (Promega®) conforme
previamente descrito (GONG et al., 2010; PATTI; BOLES; HOOK, 1993).

Confirmacdo da clonagem dos genes cha e clfA: A confirmacdo da identidade e

orientacdo dos insertos no vetor pET-28a(+) foi realizada por PCR utilizando os
iniciadores Pt7R (TTAATACGACTCACTATAGG) e TI7R
(GCTAGTTATTGCTCAGCGG) que se anelam no vetor e os iniciadores supracitados
que se anelam nos insertos.

Construcdo das linhagens recombinantes:Apos amplificacdo dos plasmideos

recombinantes em E. coli DH5a crescida na presenca de canamicina, 0s mesmos
foram extraidos e purificados utilizando o kit Qiagen® Plasmid Maxi (Qiagen) e
inseridos em E. Coli BL21-Codon Plus (DE3) ultracompetentes por transformacéo
quimica.

Resultados e Discussao

Foram construidos dois vetores recombinantes, designados pET28a(+)-cha e
pET28a(+)-clfA, contendo os segmentos génicos para expressao dos dominios de
ligacdo da proteina de ligagdo ao colageno (r-CNA) e do fator de aglutinagao A (r-
CIfA) de S. aureus, respectivamente(Figura 1). A correta insergdo e orientagdo dos
fragmentos dos genes cna e cifA nos vetores foi confirmada por meio de
amplificacdes especificas de fragmentos de DNA de tamanhos compativeis com os
esperados.Esses vetores foram inseridos em E. coli BL21 gerando duas linhagens
recombinantes (BL21-cp-cna-Saureus e BL21-cp-cifA-Saureus). A expressdo e a
purificagdo das proteinas recombinantes sd3o os proximos passos para sua

caracterizagao fisico-quimica e funcional.



A complexidade e a variagdo dos fatores de viruléncia S. aureus e o
conhecimento limitado de respostas imunitarias adaptativas da gléndula mamaria
tém sido um empecilho para formulagées de vacinas bem sucedidas contra a mastite
(AITKEN; CORL; SORDILLO, 2011). A imunizagao com adesinas leva a produgao
de anticorpos especificos que impedem a infeccdo pela inibicdo da ligagao
bacteriana e colonizacdo, bem como o aumento da opsonofagocitose bacteriana. As
proteinas recombinantes das adesinas CNA e CIfA ja foram usadas em tentativas de
producédo de vacinas contra S. aureus e se mostraram promissoras (NILSSON et al.,
1998; GONG et al., 2010).

O desenvolvimento de um imunégeno eficaz para a mastite bovina causada
por S. aureus podera reduzir o uso de antimicrobianos gerando grande impacto
econdmico e ambiental. Além disso, contribui para o aumento da producdo e

melhoria da qualidade do leite, impactando na qualidade de vida do produtor rural.
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GAATTCEAGTATAAGGA. ... GGATLCGTAGOTECAGAT. ..
TAATACTGAAAAACEGATCC GAAATTCCAGACGTEGAC

Figura 1. Representagdo esquematica da construgdo dos vetores recombinantes

para a expressao das proteinas CNA e CIfA de S. aureus em E. coli.

Conclusoes

As linhagens BL21-cp-cna-Saureus e BL21-cp-clfA-S.aureus contendo os
vetores pET28a(+)-cna e pET28a(+)-clfA permitirdo a expressdo, purificacdo e
- taracterizagdo fisico-quimica e funcional dos dominios de ligagdo das proteinas CIfA
e CNA, ligantes de fibrinogénio e colageno,respectivamente, presentes na superficie

de S. aureus, permitindo a caracterizagdo dessas e posteriormente, o



desenvolvimento de ferramentas inovadoras para a profilaxia e controle da mastite
bovina.
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