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1. INTRODUÇÃO 

 
Diferentes tipos de vacinas são projetados para ativar o sistema 

imunológico de maneiras distintas e proteger contra uma variedade de doenças 

(KROLL et al., 2005). As vacinas de subunidade, contém apenas partes 
específicas do microrganismo, geralmente proteínas, em vez do organismo 

completo (FOURIE et al., 2021). As vacinas de subunidade têm várias vantagens, 
incluindo segurança, especificidade, redução de efeitos colaterais, estabilidade e 
combinação de antígenos (SKWARCZYNSKI; TOTH, 2021). Porém, como é 

constituída apenas de partes do patógeno, requerem a presença de um adjuvante 
para compor sua fórmula e garantir sua eficácia na resposta imunológica (WANG 

et al., 2016). 
Bacillus subtilis é uma bactéria Gram-positiva amplamente utilizada em 

pesquisas como um adjuvante vacinal (CUTTING et al., 2009). Isso se deve à 

capacidade de interagir com o sistema imunológico, estimulando a ativação de 
células imunes e apresentando antígenos (WANG et al., 2017). Os esporos de 

Bacillus subtilis possuem características que o torna promissor como plataforma 
de entrega de antígeno vacinal, como por exemplo, resistência a condições 
adversas como calor e pH ácido (CUTTING et al., 2009). Desta forma, os 

tornando ideais para carregar os antígenos até a mucosa alvo e induzir uma 
resposta imunológica desejada (ISTICATO e RICCA, 2016). 

A Enteropatia Proliferativa Suína (EPS) é uma doença gastrointestinal que 
afeta suínos, causada pela bactéria Lawsonia intracellularis. A EPS é uma doença 
crônica que acomete o intestino delgado e grosso dos suínos, resultando em 

perda de peso, diminuição do crescimento, menor conversão alimentar e, em 
casos graves, mortalidade, prejudicando economicamente o setor de suinocultura 

(DE SOUZA, 2021). 
O presente trabalho propõe avaliar a antigenicidade de um antígeno 

recombinante de Lawsonia intracelullaris adsorvido em esporos de Bacillus 

subtilis frente ao soro de animais naturalmente infectados.  
 

 
2. METODOLOGIA 

 

Adsorção da proteína aos esporos de Bacillus subtilis 
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Suspensões com 2x10⁹/ml esporos foram centrifugados e suspensos em 
200μl de tampão de ligação (citrato de sódio 50mM, pH 4,0). A proteína 

recombinante purificada (3 µg/ μl) foi adicionada à suspensão de esporos e 
incubada em agitação à temperatura de 25 ºC por 1 hora. Posteriormente, a 
suspensão foi centrifugada à 10.000 g, em temperatura ambiente, por 5 minutos, 

seguida de duas lavagens com o tampão anteriormente usado (SANTOS et al., 
2020).  

 
Avaliação da adsorção 

 

Para avaliar o processo de adsorção do antígeno no esporo foi realizado 
eletroforese em SDS-PAGE 15%. Foram utilizadas amostras do pellet da 

adsorção e do sobrenadante da adsorção. As amostras foram adicionadas de 
tampão de amostra (1:1) e submetidas a tratamento térmico (100 °C por 10 min). 
A visualização do perfil proteico foi viabilizada pela coloração do gel com 

Comassiê Blue. Posteriormente, para confirmar a exposição de proteína na 
superfície do esporo foi realizado um Western blot. Para isso, após eletroforese 

em gel de poliacrilamida 15% as proteínas foram eletrotransferidas para uma 
membrana de nitrocelulose. Após a transferência a membrana foi bloqueada com 
5% de leite em pó durante 1 hora, em agitação, temperatura ambiente. A 

membrana foi incubada com anticorpo anti-histidina (durante 1 hora, em agitação) 
e em seguida o anticorpo secundário anti-camundongo conjugado com 
peroxidase (durante 1 hora, em agitação). A revelação foi realizada utilizando o 

cromógeno DAB (3,3'- diaminobenzidine). 
 

Caracterização com soro suíno 

 
Para a caracterização com o soro suíno, foi realizado eletroforese em SDS 

Page 15%, conforme descrito anteriormente. Posteriormente, realizou-se o 
Western Blot, utilizando soros de suínos naturalmente infectados por Lawsonia 

intracelullaris e anticorpo anti-suíno conjugado.  
 

 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Por meio do SDS-PAGE (Figura 1A), onde na coluna 2 é possível visualizar 
as bandas da adsorção completa, enquanto que na coluna 3, onde usou-se o 
sobrenadante, não há bandas, confirmando a eficiência da técnica empregada. 

No Western Blot, é possível visualizar uma banda de aproximadamente 18 kDa, 
correspondente a massa molecular da proteína em estudo (Figura 1B), 

confirmando o reconhecimento pelo anticorpo monoclonal anti-histidina.  
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Figura 1. Adsorção da proteína recombinante em esporos de B. subtilis. A. 

SDS PAGE em gel de poliacrilamida 15%. 1 – Marcadores, 2 – Adsorção com 
2x109 de esporos e 3µg de proteína e 3 – Sobrenadante da adsorção. B. Western 

blot. 1 – Marcadores, 2 - Sobrenadante da adsorção e 3 – Adsorção com 2x109 de 
esporos e 3µg de proteína. Seta – Indicação da banda e tamanho da proteína: 

18kDa. 
 

Os soros de suínos positivos para L. intracellularis foram capazes de 

reconhecer a proteína recombinante adsorvida nos esporos, visualizando-se a 
banda de 18kDa, característica da proteína recombinante (Figura 2A) e uma a 

banda de aproximadamente 50 kDa representando o complexo esporo-proteína 
(Figura 2B). 
 

   
                                  

 
 
 

 
 
 

 
 

Figura 2. Western Blot. Os dados representam a caracterização da proteína 
recombinante adsorvida nos esporos por soro de suínos naturalmente infectado 
por L. intracellularis. 1 –Marcadores, 2- Proteína purificada (3µg), 3 - Adsorção 

com 2x109 de esporos e 3µg de proteína. Seta – Indica a proteína 18kDa. 
 

O complexo esporo-proteína recombinante foi reconhecido pelos soros dos 
suínos infectados, comprovando sua propriedade de antigenicidade, ou seja, além 
de manter a proteína estável, a adsorção possui potencial para ser reconhecida 

pelo sistema imune. 
 

 
4. CONCLUSÕES 

 

  A adsorção da proteína recombinante em esporos de Bacillus subtilis foi 
reconhecida por soro de suíno naturalmente infectado com Lawsonia 

intracellularis. Dessa forma, acredita-se que a metodologia utilizada é promissora 
para o desenvolvimento de uma vacina eficaz contra Enteropatia proliferativa. 
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