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1. INTRODUCAO

A Linfadenite Caseosa (LC) ~causada por Corynebacterium
pseudotuberculosis, € uma doenca infectocontagiosa que acomete ruminantes, entre
eles caprinos e ovinos, de importancia para o sul do Brasil. Essa bactéria, gram
positiva ndo esporulada, pode permanecer viavel por um longo periodo em carne
congelada, fezes, pele, solo, intestino e também em visceras contaminadas
(ANDERSON, 2005), causando a condenacéo da carcaga dos animais, a perda da
pele ocasionada pelos iniumeros abscessos podendo levar a morte (DORELLA,
MEYER et al., 2002). Sua incidéncia ocasiona grandes perdas econdmicas
especialmente em regides tropicais e subtropicais (SOBRINHO et al., 2001). E
endémica no Brasil com prevaléncia em torno de 30% (VESCHI, 2005). Trata-se de
uma doenca de facil contagio, bastando apenas a presenca de animais infectados
em um rebanho sadio, para que aja a contaminacdo por spray ou contato direto
(SOBRINHO, 2001). Adicionalmente, o tratamento com antibiéticos pode nao ser
viavel devido ao alto custo, além de que podem nado atravessar a capsula dos
abscessos, tornando-se praticamente impossivel erradicar a doenca (ALVES, 1997).

Vacina de DNA contra LC ja foi testada, porém com resultado pouco
satisfatorio, induzindo resposta imune, mas sem conferir protecdo efetiva contra
infeccdo por C. pseudotuberculosis (COSTA et al., 2011). Com o sequenciamento
do genoma de C. pseudotuberculosis, possibilitou a identificacdo de novos alvos
para uso em vacinas recombinantes e de DNA (SILVA, et al., 2011). Assim, o
objetivo deste trabalho foi a construcdo de vacinas de DNA para o controle da LC
utilizando os genes Cp1002_1802 e Cp1002_1957 de C. pseudotuberculosis.

2. MATERIAL E METODOS

Para a construcéo do vetor de expressao em ceélulas eucariéticas, 0s genes
Cpl002_1802 e Cpl002_1957 de C. pseudotuberculosis foram amplificados por
PCR utilizando os primers F5” ACCATGGAAATTCCCTATACCGACCC e R5 GGC
GAATTCTCACGTGACGTCCGCGe F5: ACCATGGGGCCTCGCGACTGGCTGCGC
3’ R5 CCG GAA TTC TTA CCA GGC GTT CAT AAC GT 3’ respectivamente. Os
genes foram ligados ao vetor pTARGET (Promega). O produto da ligacdo foi
transformado em células de E. coli Topl0 por eletroporacdo. Apés periodo de
recuperacdo das células em shaker a 37°C — 2h fez-se a semeadura em superficie
por espalhamento em meio sélido LB/ampicilina/IPTG/X-Gal. Em funcdo da
presenca do gene laclgZAM15 no vetor pTARGET, foram selecionadas as col6nias
gue apresentavam-se com aspecto esbranquicado. Apds foram cultivadas em meio
liquido LB/ampicilina para extracdo do vetor com kit promega Pure yield Plasmid
Miniprep Sistem para posterior transfeccéo para células VERO.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Um fragmento de 1038pb e 933pb correspondentes aos genes
Cpl1002_1802 e Cpl002_1957 foram amplificados por PCR (Fig. 01) e ligados ao
vetor de expressdo pTARGET.
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Figura 1: Eletroforese em gel de agarose 1%. (1)
Marcador de peso molecular 1Kb plus (Invitrogen).
(2) gene Cp1002_1802 (3) gene Cp1002_1957.

Ap6s a extracdo do plasmidio multiplicado em E.coli Top 10 foi feita a
digestdo com as enzimas de restricdo EcoRIl para confirmacdo dos clones
recombinantes, devendo haver liberacdo dos genes conforme mostrado na figura 2.

1 2 3 4 5 6 7 8

9 10

Figura 2: Gel de agarose 1% dos
clones selecionados mostrando a
liberacdo dos insertos 1957 (2 ao 6)
e 1802 (7 ao 10). O namero 1 refere-
se ao controle negativo.

Os plasmideos recombinantes foram o pTAGET/1957 clones 2 e 3 e
pPpTARGET/1802 clones 6, 7, 8 e 10 . Sendo assim, o material obtido esta pronto para
transfeccdo em células VERO.

Diferentes formulacdes vacinais vém sendo testadas, como o uso de
bactérias atenuadas ou inativadas, fragbes contendo antigenos da parede
bacteriana ou do sobrenadante de cultura e ainda uma mistura de componentes
celulares e sobrenadante (DORELLA et al., 2009) sem apresentarem estimulacéo
celular mensuravel, entre outros fatores que demonstram a necessidade de novos
estudos na busca de se produzir vacinas mais eficientes (HODGSON et al., 1999).
Vacinas DNA ja foram utilizadas em cobaias com resultados pouco satisfatorios
(COSTA et al. 2011), entretanto, a rota de imunizacdo destes vetores tem influencia
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relevante na eficiéncia das vacinas de DNA para o controle de LC (DE ROSE, et
al.2002).

As proteinas CP1002_1802 e CP1002-1957 sao proteinas de secretoma de
C. pseudotuberculosis, portanto, com potencial antigénico acredita-se que sao bons
alvos para o desenvolvimento de uma vacina para o controle da LC.

4. CONCLUSAO

As vacinas de DNA (pTARGET/1802 e pTARGET/1957) foram construidas
com éxito. Posteriormente sera feita a transfec¢cdo em células VERO para avaliar a
expressdo destas proteinas em células eucariGticas para em seguida imunizar
camundongos, com a finalidade de avaliar o potencial imunogénico destas vacinas
para o controle da linfadenite caseosa.
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