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RESUMO

Corynebacterium pseudotuberculosis € o agente etioldgico da linfadenite caseosa (LC), que
acomete principalmente ovinos e caprinos. Esta doenga é causadora de grandes problemas
na ovinocaprinocultura. Diversas pesquisas tem sido realizadas na busca de uma vacina eficaz
contra a LC. Estudos recentes utilizando um gene reporter em C. pseudotuberculosis,
identificou a expressdo do gene pccB (cadeia B da propionil CoA carboxilase) em
macrofagos, indicando um possivel envolvimento na viruléncia deste patégeno e um bom
antigeno a ser explorado no desenvolvimento de uma nova estratégia vacinal. Como a
sequéncia deste gene ainda nao esta disponivel em banco de dados, o objetivo deste trabalho
foi realizar varredura em uma biblioteca genémica de C. pseudotuberculosis para identificacao
completa da sequéncia do gene pccB. Uma sonda foi gerada a partir de um fragmento parcial
do gene pccB marcado com [a**P]dCTP. A biblioteca gendmica foi plaqueada em placas de
lise para obter 2X10° pfu/placa e em seguida transferida para membranas de nylon
previamente tratadas com solucdes desnaturante, neutralizante e de pré-hibridizacao, a fim de,
posteriormente, reagir com a sonda radioativa seguido da exposi¢cdo das membranas a um
filme de raio X. Dois clones positivos foram isolados e utilizados como template em reacao de
PCR, utilizando primers especificos da biblioteca genémica, gerando produtos de 3 Kb que
foram sequenciados e analisados por BlastX, verificando-se 82% de identidade com o gene
pceB2 de C. diphtheriae. Acreditando que haja sintenia entre as duas espécies mencionadas,
foram desenhados primers com genes que flanqueiam o gene pccB2 de C. diphtheriae. Esses
foram utilizados como iniciadores em reagao de PCR, tendo como molde o DNA gendmico de
C. Pseudotuberculosis, gerando um fragmento de 2,1 Kb que foi clonado no vetor pGEM-T
easy, sequenciado e analisado por BlastX. Resultados preliminares indicam que novos primers
precisam ser desenhados para concluir a sequéncia deste gene.
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