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1 INTRODUÇÃO 

 

A Linfadenite Caseosa (LC) é uma enfermidade crônica, infecto-

contagiosa, também conhecida como “Falsa Tuberculose” ou “Mal do Caroço”, cujo 

agente etiológico é a bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis, classificada 

como gram-positiva, não esporulada, aeróbica facultativa e parasita intracelular 

(Pascual, 1995). Os principais sintomas que caracteriza essa doença são lesões 

purulentas e caseosas nos gânglios linfáticos, e ocasionalmente pulmões, baço, rins 

e fígado dos animais.  

A LC acomete principalmente bovinos e caprinos, sendo responsável por 

perdas econômicas significativas na ovinocaprinocultura em diversos países do 

mundo (Pepin et al., 1999; Paule et al., 2003) incluindo o Brasil (Correa e Correa, 

1992), que ocupa a 8ª posição em criação de ovinos e caprinos no mundo. O 

rebanho ovino na região sul detém 28% do rebanho efetivo brasileiro, e no estado do 

Rio Grande do Sul é onde se concentra a maior parte do rebanho com cerca de 4 

milhões  de cabeças de animais distribuídos principalmente no sul do estado (IBGE, 

2007). Dessa forma, faz-se necessário o controle e a prevenção de doenças 

infecciosas, como a LC, a fim de evitar a transmissão para rebanhos de diferentes 

regiões do Brasil. 

A melhor medida para a erradicação da doença seria a imunização, já que 

o tratamento para LC possui alto custo e muitas vezes é ineficaz. Muitos estudos 

têm sido testados e alguns inclusive oferecem certo grau de proteção, porém os 

níveis de proteção e a severidade das lesões são variáveis. Portanto, ainda não há 

uma vacina eficiente e com alto grau de proteção contra a C. pseudotuberculosis. 

Vacinas recombinantes e vacinas de DNA em caprinos e ovinos são uma 

alternativa para uma imunoproteção mais eficaz, de baixo custo de produção, pois 

são usados somente os fragmentos antigênicos de um microrganismo, estimulando 

uma resposta imune que não oferece riscos aos animais, possibilitando, assim,  uma 

produção em maior escala e com melhor custo-benefício. 

 Vários estudos demonstraram a imunoproteção contra várias doenças 

infecciosas utilizando vacinas recombinantes (Michelon et al., 2003; Simionatto et 

al., 2005; Seixas et al., 2007; Simionatto et al., 2010). Além disso, vacinas de DNA 



 
 

têm a vantagem de induzir ambos os tipos de imunidade, celular e humoral (Babiuk, 

et al., 2000). O gene Cp1002_1802, que codifica para uma provável proteína 

secretada (CP1002_1802), sendo potencialmente antigênica, que pode vir a ser 

utilizada no desenvolvimento de vacinas recombinantes. 

O objetivo deste trabalho foi a construção de uma vacina de subunidade 

recombinante, utilizando o gene Cp1802 de C. pseudotuberculosis, para que possa 

ser utilizada para o controle da Linfadenite Caseosa. 

 

 

2 METODOLOGIA (MATERIAL E MÉTODOS) 

 

Para a construção do vetor de expressão em Escherichia coli (E. coli), o 

gene Cp1802 de C. pseudotuberculosis será amplificado por PCR utilizando os 

primers F 5’ CGC GGA TCC ATTCCCTATACCGACCCAGA e R5’ GGC GAATTC 

TCACGTGACGTCCGCG. O gene foi digerido com as enzimas Bam HI e EcoRI, 

posteriormente ligado ao vetor pAE digerido com as mesmas enzimas com o auxílio 

da enzima T4 DNA ligase. O produto da ligação foi transformado por eletroporação 

em células de E. coli Top10. Os clones recombinantes foram caracterizados 

enzimaticamente e por sequenciamento de DNA.  

Um clone recombinante denominado de pAE/1802  foi utilizado para a 

transformação da cepa de expressão E. coli BL21 Star. A detecção da expressão da 

proteína, bem como sua pureza, foi observada através de um SDS-PAGE e pela 

técnica de Western Blot, uti lizando anticorpo monoclonal anti-6Xhistag (Sigma).  A 

purificação será realizada por cromatografia de afinidade em coluna de sepharose 

(HisTrap™), carregada com níquel. 

 

 
3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Um fragmento de 1038pb, correspondente ao gene cp1802 foi amplificado 

por PCR conforme mostrado na figura 1. Após a ligação deste ao vetor de expressão 

pAE, foi denominado de  pAE/1802, o qual posteriormente foi caracterizado 

enzimaticamente através da digestão com as mesmas enzimas usadas na 

clonagem. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 01: Eletroforese em gel de agarose 1% 
do produto da PCR. (1) Marcador de peso 
molecular 1Kb plus (Invitrogen). (2): PCR do 
gene cp1002_1802.   
 



 
 

 

 

Foram utilizadas diferentes cepas de E. coli como Star, pLysS e RIL para 

verificar a expressão da proteína recombinante r1802. Essa verificação ocorreu 

através de SDS-PAGE e da técnica Western Blot, utilizando anticorpo monoclonal 

anti-his6xtag. A seguir, a proteína foi expressa e a identidade confirmada pela 

reação positiva com o anticorpo monoclonal anti-his6Xtag, sendo a cauda de 

histidina fusionada à proteína recombinante expressa.  

Verificou-se ainda através do teste de solubilidade que a proteína é 

expressa na fração insolúvel, portanto deve ser purificada utilizando agentes 

desnaturantes nos tampões de purificação. A proteína purificada será utilizada para 

a imunização de camundongos com a finalidade de avaliar o seu potencial 

imunogênico.  

Bactérias atenuadas ou inativadas, ou frações contendo antígenos da 

parede da bactéria ou do sobrenadante de cultura bacteriana e ainda uma mistura 

de componentes celulares e sobrenadante podem ser usados como vacinas para LC 

(Dorella et al., 2009). Contudo, estas preparações apresentaram níveis de proteção 

e de severidade das lesões variáveis e pouco eficientes. Vacinas de DNA também já 

foram utilizadas (Babiuk, et al., 2000). A proteína 1802 é uma proteína expressa no 

interior da C. pseudotuberculosis e secretada para o meio externo que, através de 

análises com soros de animais positivos para LC, foi descrita como potencialmente 

antigênica. Portanto esta proteína constitui-se num bom alvo para o 

desenvolvimento de uma vacina para o controle da LC. 
 

 

4 CONCLUSÃO 

 

O gene 1802 de C. pseudotuberculosis foi amplificado com sucesso. A 

proteína foi expressa com êxito em cepas de expressão de E. coli. Estes resultados 

sugerem que possivelmente a vacina contra LC venha a ser efetiva assim que a 

proteína recombinante 1802r utilizada para a imunização de camundongos, a fim de 

avaliar o potencial imunogênico da mesma, comprove sua imunogenicidade. Porém 

mais experimentos se tornam necessários para que se alcance um nível de proteção 

satisfatório para o controle da Linfadenite Caseosa. 
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