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EXPRESSAO DA PROTEINA NRDF DE MYCOPLASMA HYOPNEUMONIAE EM
400 ESCHERICHIA COLLI. Sharon Epstein, Henrique Bunselmeyer Ferreira (orient.) (UFRGS).
A pneumonia enzodtica, causada por Mycoplasma hyopneumoniae, afeta de 30 a 80% do rebanho suino

mundial, tendo baixa mortalidade, mas causando perda de peso e prejuizos econdmicos. Os métodos de diagndstico
desta doenga atualmente existentes apresentam eficiéncia limitada, por problemas de especificidade e sensibilidade.
O objetivo deste trabalho é expressar em Escherichia coli a proteina NrdF, previamente descrita como antigeno
vacinal, e utiliza-la na padroniza¢do de ELISA para imunodiagndstico da pneumonia enzodética suina. Com base nos
dados obtidos a partir do seqiienciamento do genoma de M. hyopneumoniae 7448 a ORF correspondente a NrdF. foi
identificada, amplificada a partir de um dos clones utilizados para seqiienciamento e clonada no vetor pUC18. Apos,
foi feita a sua subclonagem no vetor pGEX-4T1 e transformagéo em Escherichia coli BL21, para expressdo na forma
de fusdo com glutationa-S-transferase (GST). Foram otimizadas as condi¢des para expressdo da proteina e para a sua
solubilizagdo, para posterior purificacdo. Os resultados indicam como melhor condi¢do para expressdo a
multiplicagdo da bactéria a 37°C, e a indugdo da expressdo da NrdF recombinante a 20°C, por 5h, por IPTG em uma
concentragdo final de 0, SmM. Mesmo nas condigdes otimizadas, a NrdF-GST foi produzida predominantemente na
forma insolavel, tendo sido testados varios protocolos para a solubilizagdo da mesma, com melhores resultados
obtidos com a utilizagdo de 2M de uréia. No entanto, ndo foi observada a ligagdo da proteina de fusdo NrdF-GST a
coluna de afinidade de glutationa-agarose, sugerindo desnaturagdo irreversivel da mesma apds o tratamento. Para
purificagdo da NrdF-GST solivel mas, desnaturada serd agora utilizada uma coluna de afinidade de anticorpo
monoclonal anti-GST. (Fapergs).
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