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RESUMO

A brucelose, causada pela bactéria Brucella abortus, € uma das doencas re-emergentes mais
importantes mundialmente na atualidade, afetando diversas espécies animais e o homem.
Também é considerada uma das principais causas de perdas econdmicas diretas na pecudria,
além de ser uma barreira para 0 comeércio internacional de animais vivos, principalmente para
paises em desenvolvimento. Por estes motivos o Ministério da Agricultura e Pecuéria vem
incentivado o desenvolvimento de novas vacinas e formas de diagndstico contra a brucelose.
Neste trabalho objetiva-se expressar o gene pgk de B. abortus para a caracterizacdo da cepa
vacinal geneticamente modificada de B. abortus, 2308Apgk, e utilizacdo da proteina PGK em
testes soroldgicos. Para isto, foi realizada a extracdo do DNA gendmico de B. abortus S2308 e o
gene pgk foi amplificado pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) a partir de primers
delineados com base na sequéncia depositada no GenBank (acesso n°® AF256214.1). O produto
amplificado apresentou um fragmento de 1190 pares de bases, o qual seré ligado ao plasmideo
PGEM-T e este inserido em linhagem de Escherichia coli. Para a expressédo do gene, o plasmideo
gerado (pGEMT-pgk) sera digerido com enzimas de restricdo apropriadas, para liberacdo do gene
pgk com extremidades coesivas e este produto sera ligado ao plasmideo pET-47, previamente
digerido com as mesmas enzimas de restricdo e utilizado na transformacdo em E. coli. Apés a
certificacdo do plasmideo recombinante (pET47-pgk) este sera transformado em E. coli, linhagem
Roseta e serd induzida a expresséo da proteina PGK com IPTG, em clones recombinantes. Apos
a confirmacéao da producéo da proteina recombinante esta sera purificada e espera-se padronizar
ensaios de Western blot para a caracterizagdo da cepa mutante 2308Apgk e padronizar o
diagndstico de ELISA, onde serd avaliado o seu potencial como proteina marcadora para
diferenciacdo de animais vacinados e infectados a campo.
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