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INTRODUCAO

Um dos maiores problemas enfrentados pela suinocultura industrial, em
ambito mundial, sdo as enfermidades que acometem o sistema respiratério de
suinos (STAKENBORG, 2005). Dentre as doencas respiratérias que afetam estes
animais, a Pneumonia Enzodtica Suina (PES) é uma das mais comuns, causando
sérios prejuizos econbmicos na producdo suinicola. As perdas ocorrem
principalmente devido ao retardo no crescimento, gastos com medicamentos, piora
na conversao alimentar e a pré-disposicao a patégenos secundarios (ROSS, 1999).

A transmissdo do agente entre os animais pode ocorrer de forma direta,
através do contato com secrecdes do trato respiratério de suinos infectados, e
indireta através de aerossois (SIBILA, 2008). Estas caracteristicas de transmissao
associadas aos fatores climéticos como temperatura, umidade, volume de ar,
ventilacdo e gazes, juntamente com sistemas de producdo continua e falta de
higiene, aumentam o risco de ocorréncia da PES nas granjas (SCHWARTZ, 2001),
predispondo a uma alta morbidade no rebanho, evidenciada em diversos
levantamentos sorolégicos ja realizados (MORENO, 1999; FLECK & SNELSON,
2004; FANO, 2005).

A forma clinica da doenca é mais comum nos animais em crescimento e
terminacdo, mas em rebanhos sem imunidade, a doenca pode afetar leitdes ja a
partir de duas semanas de idade, bem como animais em fase de reproducao
(STARK, 2000). Os sinais clinicos variam com a presenca ou auséncia de outras
infeccBes respiratdrias. Tosse crbnica e ndo produtiva é o principal sinal clinico da
doenca, a qual aparece de 10-16 dias apos infeccdo experimental, mas este periodo
pode variar em condi¢des de campo (MAES, 2008).

O diagnéstico precoce e o isolamento dos animais infectados do rebanho séo
métodos eficazes para prevenir a propagacdo da doenca (FUTO, 1995). Varias
metodologias sdo usadas para monitorar a infeccdo causada pelo M.
hyopneumoniae. Sinais clinicos e a presenca de lesdes séo utilizados como
diagndstico presuntivo da doenca (ROSS, 1999), no entanto testes laboratoriais sdo
necessarios para o diagnéstico conclusivo. A utilizacdo de técnicas com alta
especificidade, de facil aplicacdo e baixo custo sdo fundamentais para realizacdo de
diagndstico e contribuem no controle. Varios testes sorologicos como o teste de
fixacdo de complemento, teste de hemaglutinacdo indireta e ELISA tem sido
desenvolvidos para deteccdo de anticorpos de M. hyopneumoniae em soros de
suinos, no entanto varias divergéncias entre as técnicas foram relatadas. Este
trabalho tem como objetivo avaliar novos antigenos de M. hyopneumoniae para
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utilizacdo no diagnostico sorolégico da Pneumonia Enzodtica Suina, através de
ELISA indireto, buscando alvos com uma alta sensibilidade e especificidade, que
garantam um método diagndstico eficiente.

MATERIAIS E METODOS

Andlise das Sequéncias Codificadoras (CDS): A partir do seqlienciamento
da cepa 7448 de M. hyopneumoniae, realizado pelo projeto Rede Sul de Analise de
Genomas e Biologia Estrutural — Programa de Investigacdo de Genoma Sul (PIGS),
com o auxilio dos programas de bioinformatica (PFAM, SWISS-PROT, PROSITE,
NNPREDICT, VECTOR) foram identificadas e analisadas CDS pertencentes ao
grupo de proteinas transmembrana, buscando satisfazer caracteristicas como:
possivel envolvimento das proteinas codificadas em aspectos relacionados a
patogenicidade e/ou a antigenicidade, sequéncias hidrofilicas com poucos ou
nenhum codon de triptofano.

Clonagem, expressdao e purificacdo das proteinas recombinantes de M.
hyopneumoniae: As CDS selecionadas foram amplificadas por PCR e clonadas no
vetor de expressdo Champion pET200D/TOPO His-tag (Invitrogen), expressas em E.
coli BL21(DE3) Rill e as proteinas recombinantes purificadas por cromatografia de
afinidade Ni-Sepharose. A pureza das mesmas foi determinada através SDS-PAGE
e a concentracao pelo Kit BCA™ Protein Assay (Pierce).

Avaliacdo antigénica: As proteinas clonadas e purificadas foram utilizadas
para detectar anticorpos contra M. hyopneumoniae através da técnica de ELISA.
Foram avaliados 22 soros de animais de campo, 3 soros de animais imunizados com
a cepa 7448, e 5 soros de animais SPF, os quais serviram como controle negativo, e
1 um soro como controle positivo da reagdo. Todos foram testados em triplicatas. A
concentracdo das proteinas recombinantes utilizadas para sensibilizar as placas
variou entre 5 e 50 ng por poco, de acordo com os melhores resultados obtidos na
padronizacdo. Os soros suinos foram diluidos 1:100, e o anticorpo anti-lgG suino
conjugado com peroxidase (Sigma) 1:6000. A reacdo foi revelada com o-
phenylenediamine dihydrochloride (OPD-Sigma), acrescido de peroxido de
hidrogénio, por 15 minutos, parada com acido sulfdrico 1N, e lida em leitor de ELISA
com filtro de 492 nm (ODg49y). Para a validagéo do teste, o ponto de corte (cut-off) foi
calculado pela média das absorbancias das amostras negativas acrescidas de duas
vezes o desvio padrdo dessas amostras, separando assim as amostras positivas
das negativas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram selecionadas 18 CDS pertencentes ao grupo de proteinas
transmembrana da cepa 7448 de M. hyopneumoniae, sendo que de uma delas
selecionouse duas regides, C e N-terminal. Das 18 CDS selecionadas, todas foram
amplificadas pela técnica de PCR, 16 delas clonadas e caracterizadas, tendo seu
DNA plasmidial extraido para serem submetidos aos processos de expresséo e
purificacdo. Os clones caracterizados como recombinantes foram submetidos a
transformacédo por choque térmico na cepa de expresséao E. coli BL21(DE3) Plus Ril,
obtendo-se oito proteinas recombinantes purificadas nas mais variadas
concentracdes (Tabela 1).



Tabela 1: Identificacdo dos alvos, regido amplificada, tamanho e resultados obtidos.

Regido Amplificada Tamanho Amplificada Clonada Purificada Proteina
Gi/MHP (aa) (pb) kDa
Gi|72080875 31-386 1086 Sim Sim N&o 41
Gi|72080747 67-284/ 904 - 1199 672/ Sim (N-ter) Sim  Sim (N-ter) Sim  Sim (N-ter) Sim 26/ 37
N/C 906 (C-ter) (C-ter) (C-ter)
Gi|72080970 131- 345 666 Sim Sim Nao 26
Gi|72080361 238 - 665 1305 Sim Sim Né&o 50
Gi|72080362 16 - 298 867 Sim Sim N&o 35
Gi|72080363 278 - 671 1204 Sim Sim Sim 45
Gi|72080580 20 - 195 550 Sim Sim N&o 22
Gi|72080587 248 - 748 1525 Sim Sim N&o 60
Gi|72080604 123 - 311 589 Sim Sim Nao 23
Gi|72080656 74 — 444 1110 Sim Sim Sim 42
Gi|72080719 1-257 768 Sim Sim N&o 29
Gi|72080669 56 - 264 624 Sim Sim Sim 25
Gi|72080680 1-166 495 Sim Sim Nao 19
Gi|72080775 31-512 1443 Sim N&o Né&o 56
Gi|72080811 258 — 524 798 Sim Sim Sim 31
Gi|72080818 2284 846 Sim Nao Nao 32
Gi|72080820 576 -744 504 Sim Sim Sim 20
Gi|72080924 110 - 379 807 Sim Sim Sim 31

A avaliacdo antigénica realizada nesse estudo pela técnica de ELISA
demonstrou que as oito proteinas utilizadas como antigenos reagiram com a maioria
dos 22 soros de campo testados. Dentre estas proteinas as que demonstraram um
melhor perfil antigénico foram as com a identificacéo final 669 e 811, ambas com 21
amostras positivas, e também com as maiores absorbancias observadas. As
proteinas com final 747N, 820 e 747C foram positivas para 20 soros, e a 363 foi
positiva para 18 amostras de soros testadas. As proteina 924 e 656 revelaram-se
positivas para 17 amostras, o menor valor obtido.

Estes resultados demonstram a capacidade destas proteinas em reconhecer
anticorpos de M. hyopneumoniae nos soros de suinos naturalmente infectados, no
entanto, mais testes necessitam ser realizados para comprovar a especificidade
desses antigenos. Devido as caracteristicas singulares da PES, o diagndéstico
presuntivo através de sinais clinicos e necropsia podem ser realizados. No entanto
este método pode ser considerado impreciso, pois as avaliacbes possuem certo
grau de subjetividade.

Na busca de diagnostico preciso pode-se optar pelo isolamento e cultivo do
agente. No entanto, por se tratar de um microrganismo de carater fastidioso, de
crescimento lento e que requer meio seletivo, complexo e de alto custo para o seu
crescimento (ROSS, 1999), as técnicas para seu isolamento ndo sao rotineiramente
utilizadas. A producado de proteinas recombinantes de M. hyopneumoniae em E. coli,
tem sido sugerida como alternativa para testes de diagnostico e vacinagédo da PES,
pois se trata de uma técnica viavel que dispensa o isolamento e cultivo do agente.
Alguns estudos tém demonstrado que proteinas recombinantes sdo capazes de



reconhecer anticorpos contra M. hyopneumoniae pela técnica de ELISA (JAN, 2007;
OKADA, 2005). Esta técnica é considerada util para a deteccao de anticorpos contra
este microrganismo, pelo seu baixo custo, facil execucdo e possibilidade de anélise
de um grande niumero de amostras em curto espaco de tempo (SIBILA, 2008). Isso
viabiliza a realizacdo de diagnostico de rebanhos, a fim de monitorar a incidéncia da
PES e detectar a presenca da doenca antes mesmo do aparecimento dos sinais
clinicos e ocorréncia de significativas perdas econdmicas. Porém no que diz respeito
a especificidade, novos testes devem ser realizados a fim de buscar a consolidacéo
do ELISA como um teste confiavel no diagndéstico e controle da PES.

CONCLUSAO

As proteinas recombinantes produzidas e avaliadas neste trabalho
demonstraram-se antigénicas para a maioria dos soros testados, no entanto outros
testes sdo necessarios para selecionar os antigenos que além de uma boa
antigenicidade apresentem uma alta especificidade. Isso possibilitara sua utilizacédo
em testes de ELISA para diagnostico da PES, uma alternativa promissora por se
tratar de uma técnica que permite o diagndstico precoce da enfermidade, analisando
um grande nimero de amostras com baixo custo.
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