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Introducéo:

Acinetobacter baumannii € um patdégeno nosocomial oportunista presente ralnneinte,
com alta incidéncia em unidades de tratamento sitene de dificil eliminacdo do
ambiente hospitalar. A crescente multirresistédeiste patdgeno limita a terapéutica e
abre espaco para a busca de novos tratamentoslfioatanteriores mostram que a
proteina de membrana externa A (OmpA) possuimlteogenicidade, porém dada a sua
natureza estrutural, apenas uma parte desta @otésia acessivel externamente. Ao
direcionar a resposta imune a um alvo mais especé#i esperado um aumento na
eficiéncia desta resposta, ja que todos os antisogerados serdo direcionados para
epitopos presentes na porgcdo exposta da proteimaosando a resposta imune para o

uso em imunoterapias.

Objetivo:

Clonar, expressar e purificar o dominio extern@dapA (rOmpAEXt).

Metodologia:

A partir da analise computacional da estruturaigp®foi isolada uma sequéncia parcial
de 303 bp, correspondente a estruturas externasrdbrana. Este gene foi amplificado
por PCR utilizando o DNA gendmico da cepafddaumannii ATCC 19606 e clonada
no vetor pET28a. Apds a analise de sequenciameast@ldnes obtidos, os plasmideos
recombinantes foram usados para transformar cepgscherichia coli BL-21 (DE3).
Para expressdo, as células foram cultivadas em ki@ 37 °C, diminuindo a
temperatura para 30 °C durante a indugcéo com IPafase exponencial de cultivo. As
células foram recuperadas, lisadas por sonicagdaeina recombinante purificada por
cromatografia de afinidade em coluna de niquelaiessie ELISA e Western Blot foram
realizados a fim de analisar a antigenicidade ae@ext frente ao soro policlonal anti-

rOmpA produzido anteriormente em camundongos.



Resultado:

As andlises por SDS-PAGE mostraram a expressama@roteina com massa molecular
de aproximadamente 14 kDa, sendo que boa parte fiestxpressa na forma solavel.
Apos a etapa de purificacdo, foi possivel obter fnagfo da proteina de interesse com
homogeneidade aceitdvel. Os imunoensaios demaastrgue o fragmento rOmpAEXxt

foi reconhecido por anticorpos anti-rOmpA.

Concluséo:

Este estudo mostrou que foi possivel obter a prateécombinante referente a parte
externa da OmpA da. baumannii. A rOmpAEXxt foi obtida de forma soltuvel a parta d
expressao erfscherichia coli e ainda foi identificada pelos anticorpos policlsrenti-
rOmpA, demonstrando que essa regido deve posstopep imunogénicos. Anticorpos
capazes de se ligar a essa proteina rOmpAExt deareenhabilidade de reconhecer o
patogeno de forma integra, pois significa que gardio a superficie bacteriana,
diferentemente de sua forma ndo modificada (rOmp49 possui diversos epitopos
imunogénicos que nao estdo expostos. Esta prqiedeservir como ferramenta para a
obtencdo de anticorpos monoclonais, ou no desenvweiio de vacinas contra este

patogeno.
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