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1. INTRODUGAO

A Linfadenite @ Caseosa (LC) ~causada por Corynebacterium
pseudotuberculosis, € uma doenga 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, causando a condenacao da carcaca dos animais, a perda da pele
ocasionada pelos inumeros abscessos podendo levar a morte (DORELLA, 2009).
Sua incidéncia ocasiona grandes perdas econdmicas especialmente em regides
tropicais e subtropicais. Trata-se de uma doenga de facil contagio, bastando
apenas a presencga de animais infectados em um rebanho sadio, para que aja a
contaminagao por spray ou contato direto. Adicionalmente, o tratamento com
antibidticos pode ndo ser viavel devido ao alto custo, além de que podem nao
atravessar a capsula dos abscessos, tornando-se praticamente impossivel
erradicar a doencga e tratar animais contaminados. A vacinacdo € a melhor
estratégia para evitar a contaminagao do rebanho e a disseminagao da doenca.
Proteinas recombinantes tem sido utilizadas juntamente a adjuvantes e bacterinas
para o desenvolvimento de vacinas. A proteina CP40 de C. pseudotuberculosis é
considerada um antigeno protetor contra a infecgcado por este agente etiologico.
Estratégias vacinais utilizando vacinas compostas de bacterina como as linhagens
vivas atenuadas CP13, mostraram resultados promissores (DORELLA et al.,
2009). O uso de bacterinas contendo proteinas recombinantes estabelece uma
nova forma de conceber estratégias vacinais, substitui 0 uso de adjuvantes
tradicionais, como o hidréxido de aluminio em funcédo da utilizagcdo de proteinas
recombinantes associadas a antigenos celulares. Essa combinagdo tem sido
estabelecida como essencial para a indugdo de uma 6tima resposta imunoldgica
contra C. pseudotuberculosis (CAMERON et al.,, 1969; CAMERON, 1972;
BURRELL, 1983). Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar a capacidade
protetiva da associagao de proteinas recombinantes rCP40 e r1957 com cepa CP
13 mutante de C. pseudotuberculosis como estratégia vacinal para o controle de
linfadenite caseosa.



2. METODOLOGIA
2.1Cepas e condi¢des de cultivo

Neste estudo foram utilizadas as cepas de C. pseudotuberculosis CP13 e
Mic- 6 (cedidas pelo Dr. Vasco Azevedo, UFMG), Escherichia coli TOP10 e E. coli
BL21(DE3) Star. C. pseudotuberculosis foram cultivadas em meio “Brain Heart
Infusion” (BHI) suplementado com 0,5 % de Tween 80, a 37 °C por 72 h sob
agitacdo. Para a fase de culturas em meio sdlido, 1,5 % de agar bacteriolégico
foram adicionados ao meio. As cepas de E. coli foram cultivadas em meio Luria
Bertani (LB) ou LB contendo 1,5 % de agar bacteriolégico por 16 h a 37 °C.
Quando necessario o meio LB foi acrescido com 100 pg/mL de ampicilina.

2.2Expressao das proteinas recombinantes em E. coli

Os vetores previamente construidos pAE/CP40 e pAE/1957  foram
utilizados para a expressdao das proteinas recombinantes, estes foram
transformados por choque térmico na linhagem de expresséo E. coli BL21 Star. A
inducdo da expressao se deu pela adigdo de 1 mM de IPTG ao cultivo mantido
sob agitagado orbital a 37 °C apds atingir DO600nm=0,6. A expressdo das
proteinas recombinantes foi verificada através da técnica de Western blotting
(SAMBROOK & RUSSELL, 2001) utilizando-se anticorpo monoclonal anti-
6xhistag conjugado com peroxidase (Sigma). A purificagdo foi realizada por
cromatografia de afinidade em coluna de sepharose (HisTrap™; GE Healthcare),
carregada com niquel e a pureza das mesmas determinada através de SDS-
PAGE 12 % e a concentracao final determinada pelo kit BCA (Pierce).

2.3Imunizacao e desafio

Nos ensaios de imunizagao foram utilizados camundongos BALB/c fémeas
de seis a oito semanas de idade, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade
Federal de Pelotas e mantidos segundo normas de biossegurancga para o conforto
animal. Esse experimento foi aprovado pelo comité de ética da UFPel. Foram
realizadas duas imunizagdes com intervalo de 15 dias cada, os animais foram
divididos em 7 grupos com 10 animais cada conforme tabela 1. Grupo controle
positivo como a vacina comercial (Linfovac, VENCOFARMA) e grupo controle
negativo (PBS). Todos os grupos foram imunizados via intramuscular com
excecgao dos grupos controle positivo. O desafio se deu por via intraperitoneal. As
coletas de sangue foram realizadas nos dias 0, 15 e 30 a partir da primeira
imunizagao e estocado a —20 °C até a dosagem de anticorpos especificos por
ELISA. O desafio foi realizado 21 dias apds a ultima dose da vacinagao. Para
isso, 10 UFC da cepa Mic-6 de C. pseudotuberculosis foram inoculadas
intraperitonealmente nos animais, os quais foram observados até 28 dias apds o
desafio.



Tabela 1. Grupos vacinais e doses administradas durante o experimento
em modelo murino.

Grupos Vacinais (n=10) Imunizacao Desafio
Dia 0 Dia 15 Dia 51

A (rCP40 + CP13) 50ug 10°UFC CP13 10*Mic-6
B (rCP40+r1957+CP13) 50ug 10°UFC CP13 10*Mic-6
C (CP13+CP13) 10* UFC CP13 10°UFC CP13 10°Mic-6
D (rCP40+rCP40) 50ug 50ug 10* Mic-6
E (r1957+r1957) 50ug 50ug 10* Mic-6
F (Linfovac) 50pL 50pL 10* Mic-6
G (PBS) 50pL 50pL 10* Mic-6

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados mostraram aumento da sobrevida de todos os grupos
vacinados com a cepa CP13 (Fig. 1). Vacinas compostas de bacterina como as
linhagens vivas atenuadas CP13, mostraram niveis de protecdo de até 80%
(DORELLA et al., 2009).

Os grupos vacinais contendo a associagado de proteinas recombinantes e
bacterina tiveram aumento de sobrevida, no entanto n&do houve sobreviventes ao
final do periodo de avaliagdo pds desafio. FONTAINE et al. (2006) reportaram o
uso de bacterina contendo rPLD resultando na exclusdo completa da infecgao trés
semanas apo6s desafio homologo.

Figura 1. Sobrevivéncia de camundongos imunizados
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4. CONCLUSOES

As vacinas contendo a cepa CP13 mostraram-se promissoras para novos
experimentos, sendo este o primeiro experimento num total de trés a serem
realizados. Sendo assim, o potencial vacinal de subtipos atenuados de C.
pseudotuberculosis tem sido evidenciado, sendo necessarios novos experimentos
para comprovar seu potencial de uso comercial.
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