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1. INTRODUÇÃO 
 

A Linfadenite Caseosa (LC) é uma doença infectocontagiosa, de ocorrência 
mundial, caracterizada principalmente pelo desenvolvimento de abscessos 
encapsulados em linfonodos superficiais e viscerais (WILLIAMSON, 2001; PATON et 
al., 2003). É uma enfermidade crônica que acomete pequenos ruminantes e é 
causada por Corynebacterium pseudotuberculosis, uma bactéria gram-positiva, não 
esporulada, anaeróbica facultativa e intracelular facultativa (D’AFONSECA et al., 
2010). A LC causa sérias perdas econômicas na ovinocaprinocultura em decorrência 
da alta prevalência (D’AFONSECA et al., 2008). A imunização é a melhor medida 
preventiva, entretanto, ainda não existe uma vacina eficiente e protetora para o 
controle desta doença. 

Tendo em vista a obtenção de uma vacina protetora e mais segura, diversas 
estratégias têm sido utilizadas, como vacinas recombinantes de subunidade e 
vacinas de DNA (BASTOS et al., 2012). Ambas apresentam potencial protetor sem 
riscos de causar a doença. As vacinas recombinantes vetorizadas são outra 
alternativa e podem conferir níveis de proteção satisfatórios. Dentre os diversos tipos 
destas vacinas é possível citar o Mycobacterium bovis BCG, que já se mostrou 
eficiente em termos de proteção contra várias enfermidades (BASTOS et al., 2009; 
RIZZI et al., 2012; DENG et al., 2014). Diferentes alvos vacinais têm sido analisados 
para o controle da LC, dentre eles pode-se citar a fosfolipase D (PLD), um dos 
principais fatores de virulência de C. pseudotuberculosis, acredita-se desempenhar 
um papel importante na disseminação do microrganismo durante a formação dos 
abscessos (MCKEAN et al., 2007). 

Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial imunológico e 
imunoprotetor de M. bovis BCG Pasteur expressando a fosfolipase D de C. 
pseudotuberculosis em camundongos. 
 

2. METODOLOGIA 
 

Para construção dos vetores de expressão em M. bovis BCG, o gene pld foi 
amplificado por PCR utilizando primers específicos e ligado nos sítios XbaI e HindIII 
dos vetores de expressão (pUS977 e pUS2000) (DELLAGOSTIN et al., 1993). O 
vetor pAE/pld, previamente construído, foi utilizado para transformar a cepa de E. 
coli BL21 (DE3) Star. A expressão da proteína rPLD foi induzida com 1mM de 



 

Isopropil β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG). A purificação foi realizada por 
cromatografia de afinidade ao níquel em coluna de sepharose (HisTrap).  

A proteína recombinante rPLD purificada (100 μg adicionadas ao adjuvante 
incompleto de Freund) foi utilizada para imunização de dois camundongos, para 
produção de um soro policlonal, em 3 doses (0, 14 e 21 dias).  

O M. bovis BCG expressando a proteína PLD denominados BCG/pUS977/pld 
e BCG/pUS2000/pld, foram cultivados em meio 7H9 líquido e utilizados para 
preparação das vacinas. Os cultivos foram centrifugados a 4.000g por 15 min e o 
pellet suspendido em um volume adequado de solução salina estéril para obter-se 
uma concentração de 106 UFC/mL. Um volume de 0,1 mL desta suspensão foi 
utilizado para vacinar camundongos por via intraperitonial. 

As vacinas recombinantes (BCG/pUS977/pld e BCG/pUS2000/pld) foram 
utilizadas na inoculação dos camundongos BALB/c fêmeas com 6 a 8 semanas de 
idade. Sete grupos de 8 animais foram inoculados por via intraperitoneal, contando o 
dia zero (dia da inoculação) e um reforço 21 dias após a primeira dose. O desafio foi 
realizado 21 dias após a última dose das vacinas com 104 UFC da cepa virulenta 
Mic-6 de C. pseudotuberculosis por inoculação intraperitoneal. Os animais foram 
observados por 60 dias após o desafio. 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

A proteína recombinante rPLD foi expressa na forma insolúvel, e um 
rendimento de aproximadamente 5 mg/L foi obtido. A identidade das proteínas 
recombinantes foi determinada por Western blot utilizando anticorpo monoclonal 
anti-6xhis, que apresentaram o tamanho esperado de 31 kDa. 

A proteína PLD foi expressa em M. bovis BCG sob controle de dois 
promotores pAN e 18kDa, presente nos vetores pUS977 e pUS2000, 
respectivamente (Figura 1).    

 
Figura 1: Western blotting utilizando anticorpo policlonal anti-rPLD. (1): Proteína 
recombinante PLD. (2): M. bovis BCG transformado com pUS977/PLD. (3): M. bovis 
BCG transformado com pUS2000/PLD.  
 

Foi possível observar a taxa de sobrevida dos animais vacinados observados 
por um período de 60 dias após desafio. Os grupos de camundongos que receberam 
o M. bovis BCG expressando a proteína PLD (M. bovis BCG/pUS977/pld e M. bovis 
BCG/pUS2000/pld) tiveram uma taxa de 80% de proteção. 

A fosfolipase D recombinante (rPLD) associada a uma bacterina preparada a 
partir da cepa C. pseudotuberculosis 3/99-5,  foi utilizada para imunização de ovinos 
e nenhuma evidencia de infecção foi detectada nos animais imunizados  com essa 
composição vacinal (FONTAINE et al., 2006).  Em outro estudo, a rPLD foi 
associada a células inteiras inativadas de C. pseudotuberculosis conferindo uma 
proteção de 72%, já quando a rPLD foi associada com o M. bovis BCG demonstrou 
66% de proteção, comprovando a importância da fosfolipase D como fator de 
proteção nos animais quando desafiados com uma cepa virulenta de 
C.pseudotuberculosis (SELIM et al., 2012). 



 

A fosfolipase D já foi utilizada como vacina recombinante de subunidade e em 
associação com vacinas atenuadas conferindo proteção (D’AFONSECA et al., 
2008). Acreditamos que as vacinas vetorizadas, principalmente as que utilizam M. 
bovis BCG podem promover um nível de proteção maior. 
 

4. CONCLUSÕES 
 

O estudo demonstra o potencial do M. bovis BCG Pasteur expressando a 
proteína PLD de C. pseudotuberculosis. Uma vacina contendo essa proteína pode 
se tornar efetiva no controle da LC, por isso, mais experimentos estão sendo 
realizados para comprovar a sua eficácia. 
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