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RESUMO

BRUM, Clarice. Desenvolvimento de um ELISA indireto com antigenos
recombinantes para deteccdo de anticorpos contra Mycoplasma
hyopneumoniae. 2011. 46f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pos-Graduacao
em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O Mycoplasma hyopneumoniae é o agente etiolégico da Pneumonia Enzodtica
Suina (PES), uma das principais doencas respiratdrias que acomete suinos no
mundo. Esta doenca é caracterizada por retardo no desenvolvimento, principalmente
em animais em fase de crescimento e terminagao, ocasionando perdas econdmicas
significativas no rebanho. O diagndéstico presuntivo é baseado em sinais clinicos e
na presenca de lesbes, no entanto, testes laboratoriais sdo necessarios para o
diagnéstico conclusivo da doenca. Embora o cultivo do agente seja considerado o
padrdo ouro, 0 mesmo nao € usado como rotina, devido ao crescimento
extremamente lento deste agente e a interferéncia por outros micoplasmas. Desta
forma, ha a necessidade do desenvolvimento de métodos de diagnosticos mais
sensiveis e especificos para esta doenca. Este trabalho teve como objetivo o
desenvolvimento de um ELISA indireto para a deteccdo de anticorpos contra M.
hyopneumoniae. Para isso, foram testadas individualmente seis proteinas
recombinantes de M. hyopneumoniae expressas em E. coli, consideradas espécie-
especifica (P46, P95, P97 like, P102AB, Lppt e proteina hipotética 987), utilizadas
como antigeno na sensibilizacdo de placas de ELISA. Cada uma destas proteinas foi
confrontada com 3 categorias de soros de suinos. A sensibilidade e especificidade
obtida para cada uma das proteinas foram respectivamente as seguintes: P95,
74,3% e 97,6%; P46, 53,7% e 97,6%; Lppt, 28,4% e 97,2%; 987, 27,1% e 96,1%;
P102AB, 65,5% e 97,6%; P97 like, 72,6% e 97,2%. Usando o ponto de corte
definido, foi calculado o valor preditivo positivo que variou de 17,4% (para
prevaléncias de 10%) a 99,4% (para prevaléncias de 90%), e o valor preditivo
negativo que variou de 34,5% a 99,5% dependendo da prevaléncia da doenca em
uma determinada area. Estes dados mostram que proteinas como a P95, P46,
P102AB e P97 like sdo potenciais alvos para uso em testes de diagnéstico para
detecgéo de anticorpos contra M. hyopneumoniae.

Palavras chave: Mycoplasma hyopneumoniae. Pneumonia Enzodtica. ELISA.

diagnéstico.



ABSTRACT

BRUM, Clarice. Development of an ELISA with recombinant antigens to
detect antibodies against Mycoplasma hyopneumoniae. 2011. 46f. Dissertation
(Master) — Programa de Pds-Graduacéo em Biotecnologia. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

Mycoplasma hyopneumoniae is the etiological agent of swine enzootic
pneumonia (EP), one of the most important respiratory diseases which affect swine
worldwide. This disease is characterized by retarded development, especially in
animals in the growing and finishing phase, causing significant economic losses in
the herd. The presumptive diagnostic is based on clinical signs and lesions, however,
laboratory tests are needed for a conclusive diagnosis of disease. Although the
culture of the agent is considered the gold standard, it is not used routinely because
of the slow growth of the bacterium and interference by other mycoplasmas.
Therefore, there is a need for development of more sensitive and specific diagnostic
methods for this disease. This study aimed the standardization and validation of an
ELISA for detection of antibodies against M. hyopneumoniae. For this, six
recombinant proteins of M. hyopneumoniae considered species-specific (P46, P95,
P97 like, P102AB, Lppt and hypothetical protein 987) were evaluated. They were
used as antigen for coating ELISA plates. Each of these proteins was confronted with
three sets of pig serum. The sensitivity and specificity obtained for each protein were
respectively: P95, 74.3% e 97.6%; P46, 53.7% e 97.6%; Lppt, 28.4% e 97.2%; 987,
27.1% e 96.1%; P102AB, 65.5% e 97.6%; P97 like, 72.6% e 97.2%. Using the set
cut-off point, we calculated the positive predictive value, which ranged from 17.4%
(for prevalence of 10%) to 99.4% (for prevalence of 90%), and negative predictive
value which ranged from 34.5% to 99.5% depending on the prevalence of disease in
a given area. These data show that the proteins P95, P46, P97 and P102AB like
are potential targets to be use in diagnostic tests to detect antibodies against
M. hyopneumoniae.

Keywords: Mycoplasma hyopneumoniae. Enzootic Pneumonia. ELISA. diagnosis.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Pneumonia Enzoética Suina (PES)

A cadeia produtiva da suinocultura brasileira estd em fase de constante
crescimento, proveniente do grande avanco genético, de nutricdo e manejo. Isso se
observa principalmente pelo crescimento da producdo de carne suina. No Brasil,
constatou-se que o0 abate de suinos nos ultimos anos vem apresentando uma
trajetdria de alta nos seus indicadores, com aumento de 2,9% ao ano. A Regido Sul
representa 65,4% da producéo nacional (IBGE, 2010).

As doencas respiratorias constituem um dos mais importantes problemas de
saude associados a producédo suina. Dentre estas enfermidades a que apresenta
maior impacto na cadeia produtiva € a Pneumonia Enzooética Suina (PES), causada
pela bactéria Mycoplasma hyopneumoniae (FREY et al.,1994; RAUTIAINEN,
WALLGREN, 2001). A PES é uma doenc¢a contagiosa e caracterizada por uma
broncopneumonia catarral que, clinicamente manifesta-se por tosse seca e cronica,
atraso no ganho de peso, alta morbidade e baixa mortalidade. Suinos em todas as
idades séo susceptiveis a infec¢do, sendo que a forma clinica da doenca € mais
frequente em animais em fase de crescimento e terminacédo (SOBESTIANSKY et al.,
1999). Esta infeccdo é altamente prevalente em quase todas as areas produtivas e
causa significativas perdas econdmicas (ROSS, 1999). O M. hyopneumoniae €
considerado também um dos agentes primarios envolvidos no complexo de doencas
respiratérias de suinos (PRDC) (THACKER, 2006).

1.2 Etiopatogenia

O M. hyopneumoniae € o0 agente etiolégico da PES, porém outros patégenos
séo frequentemente encontrados durante o curso da doenga (THACKER, 2006). A
auséncia da parede celular proporciona um pleomorfismo as células do micoplasma,
podendo variar de esférico a bacilar, de filamentoso a helicoidal. O diametro da
forma esférica varia de 0,3 a 0,8 ym e possui uma membrana trilaminar simples
composta de proteinas, glicoproteinas, glicolipideos, fosfolipideos e colesterol, este
altimo responsavel pela rigidez e estabilidade osmética da membrana. A auséncia

de parede celular favorece também a passagem desses microrganismos por
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membranas com porosidade de até 0,22 um. A maioria dos micoplasmas cresce
lentamente em meio de cultivo e as colbnias tornam-se visiveis ap6s 2 a 3 dias de
incubacédo, aumentando de 0,25 a 1 mm de diametro em aproximadamente 10 dias.
As células do micoplasma coram-se pelas técnicas de Giemsa, Castefieda, Dienes e
azul de metileno. As condicdes ideais de cultivo in vitro sdo: temperatura de 37 °C,
pH 7,5, atmosfera com 5 a 10% de CO, (ROSS, 1999).

Este microrganismo liga-se especialmente aos cilios do epitélio respiratorio dos
suinos, causando reducédo do movimento ciliar e, consequentemente, decréscimo da
funcdo do mecanismo natural de defesa do trato respiratorio. Ao colonizar o epitélio
do trato respiratério, compromete sua integridade através da inducdo de uma
resposta inflamatéria (SOBESTIANSKY et al., 1999). O periodo de incubacédo desse
agente varia de 10 a 16 dias, sob condi¢cdes experimentais. Ao colonizar as células
epiteliais respiratdrias causam reducdo da atividade ciliar do epitélio respiratorio,
ciliostase e perda dos cilios (ROSS, 1999), predispondo os animais a infeccfes
secundarias e oportunistas. Danos nas células epiteliais podem ser causados
também por toxicidade moderada de produtos do metabolismo, como o perdxido de
hidrogénio e radicais de superoxido (RAZIN et al., 1998). Embora o M.
hyopneumoniae seja considerado patdgeno respiratério, estudos recentes
reportaram o isolamento deste agente de d&rgaos de suinos infectados
experimentalmente como figado, baco e rim (MAROIS et al., 2007). Este resultado
sugere que a infeccao causada pelo M. hyopneumoniae néo é restrita ao aparelho

respiratério e merece estudos futuros.

1.3 Epidemiologia

O contato direto é considerado a principal forma de transmisséo, no entanto a
disseminagdo através de aerossois vem sendo considerada uma via potencial de
transmissdo dentro do plantel e entre plantéis diferentes (BARGEN, 2004). A
transmissdo passiva pode ocorrer através de utensilios provindos de granjas
contaminadas. Porém, a forma mais frequente de transmissao ocorre da matriz para
a progénie (SIBILA et al., 2009).

A doenca tem ampla distribuicdo geografica, podendo acarretar grandes perdas

econdmicas para o produtor e a industria, principalmente com o aumento do uso de
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medicamentos e a piora na conversao alimentar dos suinos (MAES et al., 2008).
Estudos realizados em diferentes paises indicam que as lesbes sugestivas da PES
ocorrem de 30% a 80% dos suinos abatidos. Na regido Sul do Brasil, que representa
cerca de 65% do abate nacional, constatou-se que 55% dos suinos ao abate
apresentavam lesfGes sugestivas de PES e 100% dos rebanhos examinados
estavam afetados (SOBESTIANSKY, 1999). Dados semelhantes foram descritos por
MAES et al. (1999) que relataram ter mais de 90% dos rebanhos belgas infectados

por M. hyopneumoniae.

1.4 Controle

Dada a importancia da PES no cenario mundial de producdo de suinos,
especialmente no que diz respeito as perdas econémicas decorrentes de infeccdes e
co-infeccbes com outros patégenos, torna-se cada vez mais necessaria a
implementacdo de medidas de controle efetivas. O controle da infeccdo por M.
hyopneumoniae pode ser realizado de diferentes maneiras, tais como: boas praticas
de manejo e nas condi¢cdes de alojamento, o uso de antimicrobianos e a vacinacao
dos animais (MAES et al. 2008).

As melhorias nas praticas de manejo sdo primordiais para o controle de
infeccbes por M. hyopneumoniae, e deve ser a primeira medida a ser tomada.
Instituir mudancas relacionadas aos: sistemas de producéo all-in, all-out, cuidados
especiais na compra de novos animais, tamanho do rebanho, controle de outras
doencas, assim como praticas de biosseguranca, podem reduzir a disseminacao do
agente, diminuir o dano pulmonar por outros patégenos e levar a um consideravel
aumento no controle da PES (MAES et al., 2008).

A reducdo na densidade de suinos nos diferentes estagios da producédo tem
reduzido os nimeros de doencas respiratérias. Uma superlotacdo de suinos pode
aumentar a transmissao de patdgenos respiratorios e de estresse, deixando 0s
animais mais susceptiveis a doengas infecciosas. Porém, numa criagdo intensiva a
baixa densidade de suinos € economicamente inviavel. Portanto, € recomendéavel
encontrar a densidade apropriada para o status sanitario do lote capaz de maximizar
o retorno financeiro (MAES et al., 2007).
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1.5 Vacinas

A vacinacdo é considerada a pratica mais efetiva no controle da doenca
(ROSS, 1999). As vacinas disponiveis comercialmente sdo bacterinas as quais
conferem apenas uma protecédo parcial, ndo prevenindo a colonizacdo do agente ao
epitélio respiratério dos suinos (THACKER et al.,, 1998, 2000). Além disso, esta
vacina apresenta elevado custo de produgéo, principalmente devido ao crescimento
fastidioso deste agente (CHEN et al., 2001).

O mecanismo exato de protecdo conferido pelas bacterinas comerciais néo
esta totalmente esclarecido, entretanto estudos sugerem que o0s anticorpos de
mucosa e resposta imune sistémica mediada por células sdo importantes no controle
da doenca (THACKER et al., 2000). Porém, a correlacdo entre a producdo de
anticorpos locais especificos e a protecdo contra a pneumonia ainda néo foi
esclarecida. Experimentos de desafio em suinos demonstraram que o nivel de
anticorpos no trato respiratério de suinos nao esteve relacionado a protecdo contra a
pneumonia (DJORDJEVIC et al., 1997; THACKER et al., 1998).

Ja foram produzidas e avaliadas varias proteinas de M. hyopneumoniae quanto
a sua antigenicidade e/ou imunogenicidade (LIN et al., 2003; MEENS et al., 2006:
OKAMBA et al., 2007; CHEN et al., 2008, MARCHIORO et al., 2008, SIMIONATTO
et al., 2008). No entanto, somente duas destas foram testadas em ensaio de
imunoprotecdo em suinos, as quais induziram apenas reducdo das lesbes
pulmonares e melhoria nas taxas de conversdo alimentar (FAGAN et al.,, 2001,
SHIMOJI et al., 2003; OKAMBA et a.l, 2010).

Com o sequenciamento e andlise protedbmica complementar de cinco cepas de
M. hyopneumoniae (232, 7448,7422, J, 186), foi possivel a identificacdo de genes
qgue codificam proteinas com potencial para utilizacdo em imunodiagnostico e/ou
vacinacdo (VASCONCELOS et al., 2005). Simionatto (2009) produziu e caracterizou
35 destas proteinas, as quais foram clonadas, expressas em Escherichia coli,
purificadas e caracterizadas quanto a imunogenicidade e antigenicidade. Algumas
destas apresentaram potencial para utilizagdo em teste de imunodiagndéstico.

Nos ultimos anos, a disponibilidade de sequéncias inteiras de genomas tem
mudado a metodologia utilizada para o desenvolvimento de vacinas, e introduzido

uma nova maneira de pensar este processo (RAPPUOLI, 2001). Este aumento no
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namero de genomas tem induzido a aplica¢éo da vacinologia reversa principalmente
para patdogenos dos quais a vacinologia classica tem falhado (MORA et al., 2006).
Porém a o sequenciamento de um ou dois genomas por espécie nem sempre é
suficiente. Com a variabilidade genética existente entre algumas cepas, muitas
vezes, se faz necessario o sequenciamento de um maior nimero de isolados para
entender melhor a base destas espécies (MORA et al., 2005).

A tecnologia do DNA recombinante, associada a abordagem da vacinologia
reversa, tém fornecido ferramentas valiosas para a producdo de proteinas
recombinantes de M. hyopneumoniae em sistemas heterdlogos. Estas proteinas
podem resultar em vacinas contra PES mais eficientes, substituindo as atuais que
apresentam elevado custo de producdo devido a dificuldade no cultivo do agente
(KOBISCH; FRIIS, 1996).

1.6 Diagnéstico

Para deteccdo do M. hyopneumoniae sdo utilizados vérias estratégias de
diagnéstico, no entanto estas apresentam suas limitacfes. Sinais clinicos, lesées
macroscopicas e microscopicas podem ser usadas para um diagndstico presuntivo
da PES, porém testes laboratoriais sdo necessarios para o diagnéstico conclusivo da
doenca (ROSS, 1999). A inspecao em abatedouros € frequentemente utilizada para
estimar a incidéncia de PES. O pulm&o de pelo menos 30 animais deve ser
examinado para determinar uma medida de prevaléncia e severidade na pneumonia
em nivel de rebanho. Porém, as lesdes causadas por M. hyopneumoniae ndo séo
patognomonicas (SIBILA et al., 2009).

O cultivo do M. hyopneumoniae é descrito como o padrao ouro, porém, ele ndo
€ usado como rotina no diagnéstico devido ao crescimento extremamente lento
deste agente e a interferéncia com outros micoplasmas. As técnicas de
imunofluorescéncia (IF) e imunohistoquimica (IHC) séo utilizadas para identificacao
de M. hyopneumoniae em tecidos ou em esfregagos de laminas. No entanto, esta
técnica tem a desvantagem de ser realizada post-mortem (SIBILA et al., 2008).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) tem sido descrita como uma das

técnicas mais sensiveis para deteccdo de infeccbes causadas pelo M.
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hyopneumoniae (CALSAMIGLIA et al., 1999). A técnica de PCR apresenta diversas
vantagens devido a sua sensibilidade, especificidade e rapidez (THACKER, 2004).

Vérios trabalhos ja foram descritos utilizando diferentes variacfes da técnica,
bem como diferentes alvos (CARONETAL et al., 2000; VERDINETAL., 2000; KURTH
et al., 2002; DUBOSSON et al., 2004; STAKENBORG et al., 2005; CAl et al., 2007,
STRAIT et al.,, 2008). O tecido pulmonar é o mais utilizado para deteccdo do
organismo por PCR, enquanto que o isolamento € mais variavel em amostras
coletadas na cavidade nasal. O uso de PCR para o diagndstico da infeccéo natural a
partir de swab nasal foi descrito como 0 mais promissor, uma vez que houve
correlacdo entre a deteccdo do DNA do M. hyopneumoniae e a presenca de lesées
da PES (SIBILA et al., 2004; 2007). A variacdo Nested-PCR usando dois conjuntos
de primers é visto como a técnica mais sensivel para detectar a infec¢do (SIBILA et
al., 2008), porém pode apresentar resultados falsos positivos uma vez que possui
facilidade na contaminacéo das amostras.

Os testes soroldgicos sdo comumente utilizados para diagnosticar a PES.
Deteccédo de anticorpos para M. hyopneumoniae pode ser realizada por Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) e, menos frequentemente, pelo teste de
fixacdo do complemento. O ELISA € um método automatizado rapido e barato que
fornece informacdes Uteis quanto a presenca de anticorpos (SIBILA et al., 2008).
Atualmente os mais utilizados sdo ELISA de bloqueio (IDEIA, Mycoplasma
hyopneumoniae EIA kit, Oxoid) e dois tipos de ELISA indireto (HerdCheck, IDEXX e
Tween 20-ELISA). No entanto, estudos comparativos reportaram divergéncias
quanto a sensibilidade e especificidade destes kits (SORENSEN et al., 1997,
STRAIT et al., 2004; ERLANDSON et al., 2005).

Na busca de um teste soroldgico eficiente para a PES, diferentes antigenos de
M. hyopneumoniae ja foram avaliados. OKADA et al. (2005) utilizou um anticorpo
monoclonal anti-P46 e a proteina recombinante P46 em um ELISA duplo-sanduiche.
Porém demonstraram que em suinos experimentalmente infectados os resultados de
ELISA e teste de fixacdo do complemento, ndo foram sensiveis e especificos para
M. hyopneumoniae. Um ELISA indireto utilizando como antigeno a regido N-terminal
e C-terminal da P97 foi proposto por Jang e Kim (2007). No entanto, somente a

regido C-terminal foi considerada promissora para uso como sorodiagnéstico. Das
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70 amostras testadas, 26 (37%) foram soropositivas, enquanto que a porgdo N-
terminal dessa mesma proteina, apenas 4 (6%) amostras foram positivas nesta
regiao.

Em um estudo, com objetivo de diferenciar animais infectados de animais
vacinados, desenvolveram um ELISA (SIgA-ELISA) baseado na adesina P97R1
para deteccdo de imunoglobulina A secretdria contra M. hyopneumoniae. Este
trabalho demonstrou alta correlagéo (95,8%) entre os resultados por Nested-PCR e
SIgA-ELISA (FENG et al., 2010).

Considerando as vantagens e desvantagens de cada estratégia de diagnaéstico,
deve-se levar em conta o material a ser diagnosticado e o grau de infeccéo.
MOORKAMP et al. (2010), observaram que IHC parece ser mais correlacionado com
a presenca de lesbes pulmonares macroscopicas do que em infec¢des latentes com
M. hyopneumoniae enquanto que PCR parece ser mais sensivel para detectar
infeccbes recentes, incluindo infecgbes latentes antes de as lesdes pulmonares
serem detectaveis. O diagndéstico de bronchoalveolar lavage fluid (BALF) com
Nested-PCR demonstrou-se sensivel, mas néo traz informacgdes sobre a severidade
das lesdes de pulmao tais como as avaliacdes macroscopicas na necropsia e IHC
em seccédo de tecido. A deteccdo de M. hyopneumoniae em BALF por Nested-PCR
correlaciona-se significativamente com a ocorréncia de leses macroscoépicas e
histopatolégicas tipicas (MOORKAMP et al., 2010).
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2.0BJETIVOS

Objetivo Geral

Desenvolvimento e padronizacdo de um ELISA indireto testando
individualmente seis proteinas recombinantes de M. hyopneumoniae como antigeno,

visando ao diagnéstico sorolégico da PES.

Objetivo especifico

Avaliar a eficiéncia de seis proteinas recombinantes de M. hyopneumoniae
como antigeno em um ELISA indireto;
Avaliar a especificidade e sensibilidade do ELISA indireto com cada uma das

seis proteinas recombinantes.
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RESUMO

O Mycoplasma hyopneumoniae é o agente etiolégico da Pneumonia Enzodtica
Suina (PES), uma das principais doencas respiratorias que acomete suinos no
mundo. Esta doenca € caracterizada por retardo no desenvolvimento, principalmente
em animais em fase de crescimento e terminacéo, ocasionando perdas econémicas
significativas no rebanho. O diagndéstico presuntivo é baseado em sinais clinicos e
na presenca de lesdes, no entanto, testes laboratoriais sdo necessarios para o
diagnostico conclusivo da doenca. Desta forma, h& a necessidade do
desenvolvimento de métodos de diagnésticos mais sensiveis e especificos para esta
doenca. Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um ELISA indireto
para a deteccdo de anticorpos contra M. hyopneumoniae. Para isso, foram testadas
individualmente seis proteinas recombinantes de M. hyopneumoniae expressas em
E. coli, consideradas espécie-especifica (P46, P95, P97 like, P102AB, Lppt e
proteina hipotética 987), utilizadas como antigeno na sensibilizagdo de placas de
ELISA. Cada uma destas proteinas foi confrontada com 3 categorias de soros de
suinos. A sensibilidade e especificidade obtida para cada uma das proteinas foram
respectivamente as seguintes: P95, 74,3% e 97,6%; P46, 53,7% e 97,6%; Lppt,
28,4% e 97,2%; 987, 27,1% e 96,1%; P102AB, 65,5% e 97,6%; P97 like, 72,6% e
97,2%. Usando o ponto de corte definido, foi calculado o valor preditivo positivo que
variou de 17,4% (para prevaléncias de 10%) a 99,4% (para prevaléncias de 90%), e
o valor preditivo negativo que variou de 34,5% a 99,5% dependendo da prevaléncia
da doenca em uma determinada area. Estes dados mostram que proteinas como a
P95, P46, P102AB e P97 like sdo potenciais alvos para uso em testes de
diagnéstico para deteccdo de anticorpos contra M. hyopneumoniae.

Palavras chave: Mycoplasma hyopneumoniae, PES, ELISA, diagndstico.
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1 INTRODUCAO

A Pneumonia Enzodtica Suina (PES) € uma doenca respiratéria de distribuicao
mundial (FABLET, 2010), contagiosa e caracterizada por uma broncopneumonia
catarral que, clinicamente manifesta-se por tosse seca e cronica, atraso no ganho de
peso, alta morbidade e baixa mortalidade. Suinos em todas as idades sé&o
susceptiveis a infeccdo, sendo que a forma clinica da doengca € mais comum em
animais em fase de crescimento e terminacao (SOBESTIANSKY et al., 1999). Esta
doenca esta entre as enfermidades respiratérias multifatoriais de grande importancia
em suinos, pois ocasiona grandes perdas econbémicas, principalmente com o
aumento do uso de medicamentos e a piora da conversdo alimentar dos suinos
(MAES et al., 2008).

O Mycoplasma hyopneumoniae é o agente etiolégico da PES, porém, outros
patégenos sao frequentemente encontrados no curso da doenca (THACKER, 2006).
Sinais clinicos, lesdes macroscopicas e microscopicas podem ser usadas para um
diagnéstico presuntivo da PES, porém testes laboratoriais sdo necessarios para o
diagndstico conclusivo da doenca (ROSS, 1999). O cultivo do M. hyopneumoniae €
descrito como o padrdo ouro, porém, ele ndo € usado como rotina no diagndstico
devido ao crescimento extremamente lento deste agente e a interferéncia com
outros micoplasmas. A infec¢cdo € monitorada por Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) e Polymerase Chain Reaction (PCR).

Atualmente sdo mais utilizados no diagndéstico da PES dois ELISAS que séo de
bloqueio (IDEI, Mycoplasma hyopneumoniae EIA kit, Oxoid) e dois tipos de ELISA
indireto (HerdCheck, IDEXX e Tween 20-ELISA). No entanto, estudos comparativos
reportaram divergéncias quanto a sensibilidade e especificidade destes Kkits
(SORENSEN et al., 1997; STRAIT et al., 2004; ERLANDSON et al., 2005). No Brasil,
o diagnéstico da PES é, usualmente, feito pelo ELISA padronizado no Centro
Nacional de Pesquisa em Suinos e Aves (CNPSA), utilizando antigenos extraidos da
superficie dos micoplasmas com Tween-20 (ELISA-T) (PIFFER et al., 1998).

Com o sequenciamento e analise protedmica complementar de cinco cepas de
M. hyopneumoniae (232, 7448, 7422, J e 186) é possivel a identificacdo de genes
que codificam proteinas com potencial para utilizagdo em imunodiagnostico e/ou
vacinagcdo (VASCONCELOS et al., 2005). SIMIONATTO (2009) produziu um amplo
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namero destas proteinas, as quais foram purificadas e caracterizadas quanto a
imunogenicidade e antigenicidade. Algumas destas apresentaram potencial para
utilizacdo em teste de imunodiagnéstico. Com base nestes resultados e frente a
necessidade de um diagndstico mais sensivel e especifico para PES, este trabalho
foi realizado com o objetivo de avaliar individualmente seis proteinas recombinantes
de M. hyopneumoniae (P46, P95, Lppt, P97 like, 987, P102AB) como antigeno no

desenvolvimento de um ELISA indireto para detectar anticorpos deste agente.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta de sangue dos suinos

Os soros de suinos foram coletados por puncédo da veia jugular dos animais,
durante o periodo de Janeiro a Outubro de 2010. Apés as coletas as amostras foram
centrifugadas para obtencdo dos soros e armazenadas a -20 °C até o uso. Neste
estudo foram utilizados 550 soros de suinos provenientes de diferentes granjas,
conforme segue abaixo:

Categoria 1: 253 soros de suinos provenientes de granjas consideradas livres
de M. hyopneumoniae. O controle sanitario da granja € realizado através de testes
sorolégicos por ELISA (kit comercial) e por PCR a cada trés meses. Ha mais de
guatro anos a granja € negativa para este patégeno.

Categoria 2: 246 soros de suinos provenientes de granjas com sinais clinicos
da PES e com sorologia positiva para M. hyopneumoniae.

Categoria 3: 50 soros de suinos com lesfes sugestivas da PES ao abate;

2.2 Selecdo dos antigenos recombinantes de M. hyopneumoniae

Foram selecionadas seis proteinas recombinantes de M. hyopneumoniae (P46,
P95, P97 like, 102AB, Lppt e proteina hipotética 987) com base nos resultados de
diferentes testes de antigenicidade e imunogenicidade, conforme descrito por
Simionatto (2009). Brevemente, as proteinas selecionadas induziram anticorpos em
camundongos, 0s quais reconheceram, em Western blot, proteinas nativas de M.
hyopneumoniae cepas 7448, 7422 e J, e nao reconheceram duas espécies

saproéfitas de micoplasmas de suinos (M. hyorhinis e M. flocculare), denotando
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serem provaveis proteinas especificas de M. hyopneumonaie. Em um grupo de 35
proteinas recombinantes testadas, estas seis proteinas apresentaram maior
antigenicidade em testes preliminares (ELISA e Western blot) com soros de suinos
convalescentes. Cada uma das seis proteinas selecionadas foi utilizada como

antigeno no desenvolvimento de um ELISA indireto (Tabela 1).

Tabela 1: Proteinas recombinantes de M. hyopneumoniae utilizadas neste trabalho.

Anotacéo do Caracteristica Regido clonada Tamanho da proteina
Genoma (denominacéo) (amino &cido) recombinante
MHP0513 P46 102 — 420 35 kDa
MHP0099 P95 564 — 911 43 kDa
MHP0272 P97 like 917 — 1225 35 kDa
MHP0199 P102AB 441 — 841 46 kDa
MHPQ0372 Lppt 497 — 883 44 kDa
MHP0660 P. hipotética (987) 1-394 48,5 kDa

2.3 Purificacédo das proteinas recombinantes de M. hyopneumoniae

As seis proteinas recombinantes selecionadas foram purificadas conforme
descrito por Simionatto (2009). Brevemente, os plasmidios recombinantes foram
transformados na cepa de expressdao E. coli BL21(DE3) Cdédon Plus RIL
competente, cultivada em meio de cultura Luria-Bertani (LB) com canamicina (50
pg/ml) até a fase log de crescimento e induzidas por 3 h com 0,3 mM de IPTG. A
purificacdo das mesmas foi realizada por cromatografia liquida de afinidade em
coluna de Sepharose (HisTrap™) carregada com niquel, usando o sistema
AKTAPrime (GE Healthcare). A pureza foi determinada através de um SDS-PAGE e
a sua concentracdo pelo Kit BCA™Protein Assay (Pierce). Todas expressas na
forma insoltvel e o protocolo de solubilizacdo com uréia adotado nesse estudo foi

eficiente para a obtencéo destas proteinas.

2.4 ELISA com extrato de M. hyopneumoniae
Com o intuito de comprovar que 0s soros de suinos provindos de granjas
positivas apresentavam anticorpos contra M. hyopneumoniae, foi realizado um

ELISA indireto com um lisado de célula da cepa M. hyopneumoniae 7448. Placas de
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poliestireno de 96 cavidades foram sensibilizadas com 100 pl/cavidade de extrato de
célula de M. hyopneumoniae cepa 7448 na diluicdo 1:800, dissolvido em 0,1 M de
tampao carbonato de sédio (pH 9,6), e incubadas overnight a 4 °C, seguida de uma
incubacdo a -70 °C por 2 h. Ap6s descongelamento a temperatura ambiente, as
placas foram lavadas com 0.1 M de tampé&o fosfato salina (PBS, pH 7.4) contendo
0,05% (v/v) de Tween 20 (PBST). Em seguida as placas foram blogueadas com 5%
(leite em po diluido em PBS) a 4 °C por 16 h. Os soros de suinos foram utilizadas na
diluicdo 1:100 em solucéo de bloqueio, adicionados na placa apés nova lavagem e
mantidos por 2 h a 37 °C. Anticorpo anti-IgG suino conjugado com peroxidase
(Sigma), na diluigdo 1:6000 em solugéo de bloqueio, foi adicionado e incubado a 37
°C por 1 h. As reacdes foram reveladas com dicloridrato de fenilenodiamina (OPD-
Sigma Fast) e peroxido de hidrogénio. Apés 15 minutos de incubacéo no escuro a
reacdo foi interrompida com &cido sulfarico 1 N. A leitura da densidade O6ptica foi
realizada em leitor de microplacas (Multiskan MCC/340, Titertek Instruments), com
filtro de 492 nm. A média dos valores de absorbéancia foi calculada com o soro

analisado em duplicata.

2.5 ELISA indireto com as proteinas recombinantes

Cada uma das seis proteinas recombinantes foi utilizada como antigeno na
sensibilizacdo de microplacas de poliestireno com 96 cavidades (TPP). Foi utilizado
10 ng de cada proteina recombinante por placa. As proteinas foram diluidas em
tampdo carbonato de sédio 0,1 M, pH 9,6 colocando 100 pl por cavidade e
incubadas a 4 °C 16 h. As placas foram lavadas com PBST e incubadas com 200 ul
de solucdo de bloqueio 5% por 2 h a 37 °C. ApoOs lavagens com PBST foram
adicionado os soros suinos, diluidos 1:100 em solucdo de bloqueio, por 2 h a 37 °C,
avaliados em duplicata. Apés nova lavagem, o anticorpo anti-lgG suino conjugado
com peroxidase (Sigma), na diluicdo 1:6000, foi adicionado e incubado a 37 °C por 1

h. As reacdes foram reveladas conforme descrito no item 2.4.

2.6 ELISA kit comercial
Com o objetivo de comparar a eficiéncia do ELISA utilizando as proteinas

recombinantes com ELISA comercial, os soros de suinos foram confrontados com o
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kit de ELISA comercial HerdCheck®, conforme indicagbes do fabricante (IDEXX,
USA). Para tanto utilizou-se uma amostragem aleatéria de 119 soros provenientes

de todas as categorias.

2.7 Anédlise estatistica

Para determinacdo de amostras positivas e negativas, foi determinado o ponto
de corte como sendo a média dos soros negativos, mais 2 desvio padrdo (SD), para
cada uma das proteinas e o0 extrato, conforme Tabela 2. Amostras que
apresentaram valor de absorbancia acima do ponto de corte foram consideradas
positivas, ja abaixo do ponto de corte foram consideradas negativas. Posteriormente
foi calculada a sensibilidade e especificidade de cada uma das proteina e do extrato.
Foi utilizando o software estatistico MedCalc (versdo 10.3.0.0) (www.medcalc.br)

para o célculo dos valores preditivos negativo e positivo.

3 RESULTADOS

3.1 ELISA com extrato de célula

O ELISA utilizando extrato de M. hyopneumoniae cepa 7448, de um total de
549 soros, 285 (51,9%) das amostras foram positivas e 241 (43,9%) das amostras
negativas, demonstrando que 50% dos suinos utilizados neste estudo apresentam
anticorpos contra a M. hyopneumoniae. O ponto de corte para este teste foi
determinado através da média dos soros provindos das granjas consideradas
negativas para a PES (categoria 1), acrescidos de dois desvio padrao (SD) (Tabela
2).

Tabela 2: Média, desvio padrdao e ponto de cada uma das proteinas e do
extrato

Ponto de corte

Proteinas Média Desvio Padréo (Média + 2 SD)
P95 0,121 0,082 0,286
P46 0,131 0,098 0,326
Lppt 0,160 0,105 0,369
987 0,284 0,128 0,539
P97 like 0,128 0,074 0,276
P102 AB 0,118 0,080 0,279

Extrato 0,195 0,132 0,459




27

3.3 ELISA indireto com proteinas recombinantes

Os resultados do ELISA realizados com cada uma das seis proteinas

confrontadas com os soros de suinos sao mostrados na tabela 3.

Tabela 3: Resultado do ELISA com os 549 soros utilizados neste estudo, com cada
uma das proteinas avaliadas e extrato.
P95 P46 Lppt 987 P97 like P102 AB Mix EXT

+ 220 159 84 80 215 194 248* 285

- 247 247 246 243 246 247 231 241
Falsos - 76 137 212 216 81 102 48 11
Falsos + 6 6 7 10 7 6 22 12

Total 549 549 549 549 549 549 549 549

+, Nimero de soros positivos com cada um dos testes.

-, NUumero de soros negativos com cada um dos testes.

Falsos -; NUmero de soros de categoria positivos com resultado negativo.
Falsos +; Nimero de soros de categoria negativos com resultado positivo.
* NUmero de soros positivos com pelo menos uma proteina.

** NUmero de soros negativos com todas as proteinas.

EXT, extrato de M. hyopneumoniae cepa 7448.

De um total de 119 soros testados com o kit comercial HerdCheck® (IDEXX,
USA), 20 eram soros da granja livre de M. hyopneumoniae e os outros 99 eram de
granja com histérico da doenca ou coletados no momento do abate com lesdes
sugestivas da PES (Tabela 4).

Tabela 4: Resultado comparativo entre as proteinas recombinantes, extrato e o kit
comercial HerdCheck® (IDEXX, USA)

P95 P46 Lppt 987  P97like P102AB  Ext. Kit

+ 81 66 41 77 91 79 96 24

- 38 53 78 42 28 40 23 95
Total 119 119 119 119 119 119 119 119

+, NUmero de soros positivos com cada um dos testes.
-, NUmero de soros negativos com cada um dos testes.
EXT, extrato de M. hyopneumoniae cepa 7448.

Kit, Kit comercial HerdCheck® (IDEXX, USA).
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3.4 Sensibilidade, Especificidade e Valor preditivo

Para o célculo de sensibilidade e especificidade foram utilizadas as seguintes
férmulas (Figura 1).

Figura 1: Férmulas para calculo de sensibilidade, especificidade e valores
preditivos. POS, Amostras positivas; NEG, Amostras negativas; VPP, Valor preditivo

positivo; VPN, Valor preditivo negativo; VPP, Valor preditivo positivo.

DOENCA

Sensibilidade = A/ (A+C)
Presente Ausente

Especificidade = D / (D+B)

T A B
E POS Verdadeiro Falso VPP = A/ A+B
S Positivo Positivo
T c D VPN =D/ C+D
E NEG Falso Verdadeiro

Negativo Negativo

Com a utlizagdo das férmulas acima descritas foi possivel calcular a

sensibilidade e especificidade de cada uma das proteinas e do extrato (Tabela 5).

Tabela 5: Resultados de sensibilidade e especificidade de cada proteina e extrato
P95 P46 Lppt 987 P97like P102AB  Ext

Sensibilidade* 74,3 53,7 28,4 27,1 72,6 65,5 96,3
Especificidade* 97,6 97,6 97,2 96,1 97,2 97,6 95,3

*Valores em porcentagem (%)

Usando o ponto de corte definido, foi calculado o valor preditivo positivo que
variou de 17,4% (para prevaléncias de 10%) a 99,4% (para prevaléncias de 90%), e

o valor preditivo negativo que variou de 34,5% a 99,5% dependendo da prevaléncia
da doenca em uma determinada area (Figura 2).
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Figura 2: Valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN) do ELISA
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com P95 (A), P46 (B), Lttp (C), 987 (D), P102AB (E) e P97 like (F) para deteccao de

anticorpos contra M. hyopneumoniae, em relacéo a prevaléncia do patdégeno.
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4 DISCUSSAO

Varias metodologias sdo usadas para monitorar a infeccdo causada por M.
hyopneumoniae. Sinais clinicos e a presenca de lesdes sédo utilizados como
diagndstico presuntivo da PES, porém os sinais clinicos podem estar relacionados a
infeccbes com outros patdgenos (SIBILA et al., 2008). Desta forma, testes
laboratoriais sdo necessarios para o diagnéstico conclusivo. Embora a cultura do M.
hyopneumoniae seja descrita como padrdo ouro, a mesma ndo é utilizada como
rotina de diagnaostico (SIBILA et al., 2008).

Diferentes estudos tém demonstrado que proteinas recombinantes sdo Uteis
para deteccado de anticorpos contra M. hyopneumoniae por ELISA (JANG & KIM,
2007; OKADA et al., 2005, 2010). SIMIONATTO (2008) testou um grande numero de
antigenos (35), das quais seis (P46, P95, P97 like P102AB, Lttp, proteina hipotética
987) foram selecionados para este estudo, pois através de blast e western blot foi
possivel observar que sao antigenos presentes somente em M. hyopneumoniae com
alta identidade. O protocolo para obtencdo desses antigenos expressos em E. coli
foi eficiente, podendo render em média 10 mg/L de cultivo. Como sédo utilizados
apenas 10 ng de proteina recombinante para sensibilizar cada cavidade da placa de
ELISA, essa quantidade é suficiente para sensibilizar 10.415 placas. Tendo em vista
o rendimento, baixo custo e a facilidade de producdo e padronizacdo de uma
proteina recombinante, poderia se tornar mais viavel comercialmente do que o
extrato de M. hyopneumoniae, tendo em vista que 0 crescimento € extremamente
lento e fastidioso. Além disso, estudos do nosso grupo demonstram que alguns
antigenos expressos durante a infeccdo por M. hyopneumoniae, hdo Sao expressos
por cepas cultivadas in vitro, fato que poderia comprometer a sensibilidade de testes
gue utilizam extratos de Mycoplasma como antigeno.

O desempenho do kit comercial, do ELISA com extrato do M. hyopneumoniae e
do ELISA indireto com proteinas recombinantes foi comparado utilizando 99 soros
de suinos com lesdes sugestivas para a PES no momento do abate. O resultado
demonstrou que o ELISA utilizando o kit comercial detectou apenas 25 soros
positivos (22%), o extrato detectou 96 positivos (96,96%) e o ELISA indireto
utilizando as proteinas recombinantes P95 e P97 like detectaram 81 (81,81%) e 91

positivos (91,91%), respectivamente. Estes resultados indicam que estes antigenos



31

recombinantes sdo alvos promissores para serem utilizados em testes de
diagndsticos, uma vez que apresentaram indices de positividade superiores aos
apresentados pelo kit comercial e proximos ao ELISA com o extrato de M.
hyopneumoniae. No entanto, o ELISA com antigenos recombinantes aumenta a
especificidade do teste, se comparado ao extrato, reduzindo a possibilidade de
resultados falsos positivos.

FENG et al.,, (2010), visando a discriminacdo de animais infectados de
vacinados, desenvolveu um teste de ELISA (SIgA-ELISA) baseado na adesina
P97R1 para deteccdo de imunoglobulina A secretoria contra M. hyopneumoniae.
Este teste apresentou uma sensibilidade de 97%. No presente trabalho avaliamos a
P97 like, a qual apresentou resultados similares, com 96,8% sensibilidade. Ja
OKADA et al., (2005) utilizaram um anticorpo monoclonal anti-P46 e a proteina
recombinante P46 em um ELISA duplo-sanduiche. O antigeno foi especifico para M.
hyopneumoniae, pois ndo ha reacdo em ELISA com outros micoplasmas, como M.
flocculare, M. hyorhinis e M. hyosynoviae. Neste estudo a proteina P46 também
apresentou consideraveis indices de sensibilidade e especificidade, 96,4% e 72,4%,
respectivamente. No entanto, nds testamos outros antigenos ainda néo testadas em
ensaios de diagndstico sendo que alguns destes apresentaram resultados ainda
melhores que a P46, como P95, com 97,4% e 76,5% e a P102AB com 97% e 70,7%
de sensibilidade e especificidade, respectivamente. Estes resultados indicam que
estes alvos sdo promissores para uso em testes de diagnéstico.

Um estudo realizado por Lopes (2004) analisou 7.509 amostras de pulmao
suino e obteve uma prevaléncia em média da PES de 45,9% em S&o Gabriel do
Oeste, MS. Dados do Programa Econémico Coopers (2001) revela uma prevaléncia
de PES de 75,7% em S&o Paulo. Ja SOBESTIANSKY (1999), em levantamento
realizado em granjas comerciais localizadas na regido sul do pais, constatou que
55% dos suinos de abate tinham lesbes sugestivas de PES. Considerando esta
prevaléncia da doenca pode-se observar que em nosso trabalho o valor preditivo
positivo variou de 89% a 97% e valor preditivo negativo que variou de 51% a 75%
dependendo da proteina.

Com os resultados obtidos, foi possivel demonstrar que o ELISA avaliado neste

estudo € capaz de detectar anticorpos contra o M. hyopneumoniae em suinos
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infectados, com consideraveis indices de especificidade e sensibilidade utilizando as
proteinas P102AB, P95, P46 e P97 like, as quais mostraram ser alvos promissores

no desenvolvimento de um teste de diagndstico sorologico eficiente para a PES.
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4 CONCLUSOES

Considerando os dados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:

v As técnicas utilizadas para expressao e purificacdo das proteinas de M.
hyopneumoniae foram eficientes para obtencdo de quantidades suficientes de
proteinas para realizacdo deste estudo;

v Das seis proteinas testadas (P95, P46, P102AB, P97 like, Lppt e 987), as
proteinas P95, P46, P102AB, P97 like, apresentaram os melhores indices de
especificidade e sensibilidade na deteccdo de anticorpos contra M.
hyopneumoniae, e poderdo vir a ser utilizadas no diagnostico da pneumonia

enzoodtica suina através de ELISA indireto.
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