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Resumo

FISCH, Andressa. Bacterinas comerciais falharam em induzir resposta imune
humoral em camundongos contra alguns fatores de patogenicidade de
Mycoplasma hyopneumoniae. 2014. 56f. Dissertacdo (Mestrado). Programa de
Pés-graduacdo em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A Pneumonia Enzodtica Suina (PES), causada pela bactéria Mycoplasma
hyopneumoniae, gera importantes perdas econdmicas para a industria suinicola em
todo o mundo. As vacinas atualmente disponiveis diminuem as perdas produtivas,
mas nao impedem a infeccdo dos rebanhos. O desenvolvimento de novas
estratégias vacinais tém se mostrado necessario. Neste trabalho, avallou-se a
resposta imune humoral induzida pela inoculagdo, em camundongos, de seis
bacterinas comerciais contra quinze fatores de patogenicidade de M.
hyopneumoniae previamente caracterizados por nosso grupo. A deteccdo de
anticorpos foi realizada através de ELISA indireto. Soroconversao foi utilizada para
determinar reatividade biologicamente significativa. O antigeno MHP_0067 foi
reconhecido pelo soro de um uUnico grupo inoculado. Os antigenos MHP_0513 e
MHP_0580 foram reconhecidos pelos soros de quatro grupos inoculados cada. Para
os demais antigenos ndo houve soroconversdo pelos grupos inoculados com as
bacterinas comerciais. ldentificar antigenos potencialmente protetores ausentes
nestas vacinas e associa-los a vacinagdo convencional pode promover o aumento
dos niveis de protecdo. Estes antigenos sdo potenciais alvos para a composicao de
uma vacina de subunidade recombinante associada a vacina comercial.

Palavras-chave: Pneumonia Enzodtica Suina, vacina comercial, anticorpo, ELISA,
antigeno recombinante, adesina.



Abstract

FISCH, Andressa. Commercial bacterins failed to induce humoral immune
response in mice against some Mycoplasma hyopneumoniae pathogenicity
factors. 2014. 56f. Dissertacdo (Mestrado). Programa de Poés-graduacdo em
Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Enzootic Pneumoniae (EP), caused by Mycoplasma hyopneumoniae, generates
significant economic losses to the pig industry worldwide. The currently available
vaccines confer partial protection against the EP and the development of new
vaccine strategies have proven necessary. In this paper, humoral immune response
in mice of six comercial bacterins against sexteen recombinant antigens previously
characterized of M. hyopneumoniae was evaluated by indirect ELISA.
Seroconversion Seroconversion was used to determine biologically significant
reactivity. The antigen MHP_0067 was recognized by sera from one inoculated
group. The antigens MHP_0513 and MHP_0580 were recognized by sera from four
inoculated groups each. For other antigens, not seroconversion was detected.
Identify potentially protective antigens underexpressed in these vaccines and
associate them with conventional vaccination may promote increased levels of
protection. These antigens are potential targets for the composition of a recombinant
subunit vaccine associated with the commercial vaccine.

Palavras-chave: Enzootic Pneumoniae, commercial vaccine, antibody, ELISA,
recombinant antigen, adhesin.



Abreviaturas e Siglas

CEEA — Comité de Etica e Experimentacdo Animal

COBEA — Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal

DNA — Acido desoxirribonucléico (Deoxyribonucleic acid)

ELISA — Ensaio imunoenzimatico (Enzyme-linked immunosorbent assay)
EP — Pneumoniae Enzodética Suina (Enzootic Pneumonia)

FLBA — Fluido de Liquido Brénquio-Alveolar

IgA — Imunoglobulina A

IgG — Imunoglobulina G

IgM — Imunoglobulina M

IFN-y — Interferon gama

IL-6 — citocina seis

IL-8 — citocina oito

IL-10 — citocina dez

PCR — Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polimerase Chain Reaction)
PES — Pneumonia Enzodtica Suina

PRRSV — Virus da sindrome respiratoria e reprodutiva suina (Porcine reproductive
and respiratory syndrome virus)

TNF-a — Fator de necrose tumoral alfa (Tumor necrosis factor alpha)


http://en.wikipedia.org/wiki/Porcine_reproductive_and_respiratory_syndrome_virus
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1 INTRODUCAO GERAL

Mycoplasma hyopneumoniae € o agente etiolégico da Pneumonia Enzodtica
Suina (PES), doenca de alcance global responsavel por grandes perdas econémicas
a industria suinicola (Thacker, 2004). O controle da PES se da através da
implementacdo de técnicas adequadas de manejo dos rebanhos associada a
vacinacdo. As vacinas comerciais atualmente disponiveis consistem em cultivos
inativados de M. hyopneumoniae associados a adjuvantes, e apesar de promoverem
melhoras nos indices produtivos dos animais vacinados, ndo sdo capazes de
impedir a disseminacéo e instalacdo da doenca nos rebanhos (Maes et al., 2008).

O desenvolvimento de vacinas mais eficazes contra a PES é essencial para o
progresso do controle da doenca. A protecdo limitada apresentada pelas vacinas
atualmente disponiveis pode estar relacionada a diversos fatores, como a via de
administracdo e o adjuvante associado, e especialmente a auséncia, em sua
composicdo, de antigenos importantes que estimulem resposta imune capaz de
interferir no processo de infeccdo do trato respiratério suino pelo patégeno. A
composicao protedmica do cultivo de M. hyopneumoniae (e consequentemente da
vacina preparada a partir deste) varia de acordo com a cepa utilizada e as condi¢des
de cultivo as quais ela é exposta (Adams et al., 2005; Madsen et al., 2006; Pinto et
al., 2009). Esta variacdo é observada especialmente na expressao de proteinas
associadas a processos de patogénese da doenca. O cultivo in vitro do M.
hyopneumoniae diminui a expresséo de proteinas associadas a viruléncia (Madsen
et al., 2008), uma vez que elas ndo sdo necessarias neste ambiente. Embora
estejam presentes no proteoma de cepas avirulentas, as adesinas sao
superexpressas em cultivos de cepas patogénicas (Pinto et al., 2009). Acredita-se
que a aderéncia intima do M. hyopneumoniae ao cilio respiratorio seja o principal

fator de viruléncia do organismo (Zhang et al., 1994) e, por isso, prevenir a interacéo



entre 0 hospedeiro e o0 agente antes da colonizagdo pode resultar em uma
vacinacado mais eficaz (Fagan et al., 1996)

Muitos antigenos de M. hyopneumoniae tém sido produzidos e avaliados
como vacinas recombinantes em camundongos. Porém, ha muitas dificuldades em
se trabalhar experimentalmente com suinos nas condigcdes necessérias para testes
vacinais conclusivos. Ndo existem modelos experimentais de infeccdo e doenca
necessarios para o desenvolvimento de estudos com grandes quantidades de alvos
vacinais. Por isso, torna-se necessaria a escolha criteriosa dos antigenos antes do
delineamento de testes em suinos; isso aumenta a chance de sucesso no
desenvolvimento de vacinas efetivamente protetoras e diminui 0 comprometimento
de esforcos e recursos. Identificar antigenos potencialmente protetores contra 0s
guais as vacinas atualmente disponiveis sejam incapazes de gerar resposta imune é
uma estratégia Gtil que pode ajudar a guiar a escolha destes antigenos para teste de
protecdo em rebanhos experimentais e a campo. A associacdo de antigenos
selecionados a vacinagcdo com bacterinas representa uma abordagem vacinal
realista e racional em busca de niveis de protecdo mais satisfatorios do que 0s

atualmente obtidos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Pneumonia Enzoética Suina

Etiologia e Epidemiologia

A Pneumonia Enzodtica Suina (PES) é uma enfermidade respiratéria crénica
que acomete suinos em todo o mundo, podendo atingir até 100% de prevaléncia nos
rebanhos (Thacker & Minion, 2010). Mycoplasma hyopneumoniae é o agente
etiologico primario da doenca, sendo também um dos principais envolvidos no
desenvolvimento do Complexo de Doencas Respiratérias dos Suinos (Bochev,
2007). O desenvolvimento da PES gera perdas econdmicas significativas ao diminuir
o desempenho produtivo dos animais acometidos devido ao aumento do indice de
conversado alimentar e queda no ganho médio diario de peso, e ao elevar os custos
de producdo devido a necessidade de medicacbes para o tratamento da
enfermidade (Maes et al., 2008).

O M. hyopneumoniae é transmitido entre os animais através de secrecdes
respiratorias contaminadas. A transmissdo por contato indireto se da através de
aerossois, e o patdogeno € disseminado por grandes distancias através do ar,
permanecendo em condicbes de infectar rebanhos a até nove quildbmetros de
distancia (Dee et al., 2009; Otake et al., 2010; Desrosiers, 2011). Outros suideos
também sdo contaminados, permanecendo como reservatorios silvestres do
patégeno (Kuhnert et al., 2011), tornando muito dificil a eliminacdo da infeccédo do

rebanho.

Patogenia
Uma vez no trato respiratdrio, a bactéria atravessa a camada de muco e se

adere ao epitélio ciliado, iniciando a colonizacdo. Embora o mecanismo exato pelo
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qual o M. hyopneumoniae se adere aos cilios respiratérios ndo seja bem conhecido,
sabe-se que proteinas de superficie estdo envolvidas neste processo (Adams et al.,
2005). M. hyopneumoniae expressa em sua superficie um numero significativo de
adesinas multifuncionais, cuja funcédo principal € a aderéncia ao cilio respiratério
(Robinson et al., 2013). Estas proteinas sofrem processos de clivagem proteolitica
pés-transcricional e os fragmentos gerados se depositam superficialmente na
bactéria. Estes fragmentos se ligam a diferentes componentes do tecido do
hospedeiro, como os glicosaminoglicanos, heparina, fibronectina e o plasminogénio,
facilitando a sua fixacdo (Bogema et al., 2011). As principais proteinas ja
identificadas incluem a famila P97-P102 e seus paralogos (Minion et al., 2000;
Djordjevic et al., 2004; Wilton et al., 2009; Bogema et al., 2011; Robinson et al.,
2013).

ApoOs a adesdo inicial, o M. hyopneumoniae provoca o rompimento da
barreira formada pela superficie mucociliar, resultando em ciliostase, perda dos cilios
e lesdo e morte das células epiteliais respiratorias (Hsu & Minion, 1998; Duensing et
al., 1999; Pancholi et al., 2003). Sabe-se que o M. hyopneumoniae néo penetra na
célula hospedeira durante a colonizacdo (Razin et al., 1998), porém sdo bastante
limitadas as informacgdes acerca dos mecanismos que desencadeiam a les&o ciliar.
Ela pode se dar pela liberacdo de produtos téxicos do metabolismo de M.
hyopneumoniae sobre as células do hospedeiro (Razin et al., 1998) ou por estimulo
direto através do aumento do calcio intracelular nos cilios (Park et al., 2002). H4 uma
correlagcdo positiva entre o nimero de organismos infectantes e a extensdo das
lesbes pulmonares no hospedeiro, sugerindo que um grande numero de células
infectantes promove o recrutamento de grandes quantidades de células inflamatorias
(Vranckx et al., 2012).

Macrofagos e linfécitos alveolares, quando estimulados pelo contato com M.
hyopneumoniae, secretam citocinas inflamatérias (principalmente IL-1, IL-6, IL-8 e
TNF-a), mucinas e mediadores inflamatérios (Choi et al., 2006; Hwang et al., 2011,
Kim et al., 2012). A liberagdo destes compostos promove a atragdo de mais células
de defesa, podendo ser observado, microscopicamente, o desenvolvimento de
agregados linfoides com predominio de macréfagos na regido perivascular e
peribronquiolar. Estes agregados comprimem as vias respiratérias e promovem
atelectasia alveolar; em conjunto com o acumulo de muco causado pela perda ciliar,

estes mecanismos promovem o desenvolvimento de uma tosse crbnica e nao
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produtiva, principal sinal clinico da PES (Kwon et al., 2002; Sarradell et al., 2003;
Choi et al., 2006; Lorenzo et al., 2006; Redondo et al., 2009). No entando, a grande
concentracdo de componentes inflamatérios estd relacionada com o
desenvolvimento de lesdo tecidual e imunossupressao (Thanawongnuwech et al.,
2004). A inflamacdo estimulada apds o contato de macrofagos alveolares com
lipoproteinas de superficie de M. hyopneumoniae estimula a liberagcdo de oOxido
nitrico e de radicais livres pelas células imunes, levando-as a apoptose (Bai et al.,
2013). As lesBes pulmonares macroscopicamente observadas consistem em areas
de consolidacédo pulmonar, de coloracdo roxa ou acinzentada (Maes et al., 2008),
localizadas principalmente nos lobos apicais e cardiacos e na porcao cranial dos
lobos diafragmaticos, onde as funcfes respiratorias basicas estdo comprometidas.
Exsudato catarral pode estar presente (Thacker & Minion, 2010). Embora sugestiva,
esta lesdo ndo é patognomoénica da infeccéo por M. hyopneumoniae, e outros micro-

organismos podem produzir lesdes similares.

Diagnostico

O diagnéstico de PES pode ser realizado através de varias técnicas. O
diagndstico presuntivo se da através da observacdo de sinais clinicos e das lesdes
pulmonares no abate (Maes et al., 2008; Nathues et al., 2012). O isolamento do
patdgeno em meio de cultivo € considerado “padrao-ouro” para o diagndstico, nédo é
rotineiramente realizado com sucesso pois apresenta muitas limitacdes: a bactéria é
caracteristicamente fastidiosa em seu crescimento; necessita de meio de cultivo de
alto valor nutritvo e de alto custo; o crescimento concomitante de outros
micoplasmas € comum e tende a inibir o desenvolvimento do M. hyopneumoniae
(Friis, 1975; Sibila et al., 2009). Testes sorologicos sdo rotineiramente realizados
para verificar o status sanitario do rebanho, pois apresentam alta especificidade,
gerando um numero muito baixo de resultados falso-negativos (Thacker, 2004). No
entanto, apresentam baixa sensibilidade, sendo pouco Uteis no diagnostico individual
(Serensen et al., 1997). Outros fatores afetam negativamente o diagndstico através
de anticorpos sistémicos: a baixa exposicdo do M. hyopneumoniae ao sistema
imune devido a sua caracteristica de colonizacdo da superficie epitelial torna muito
variavel a resposta imune humoral individual; as variagbes antigénicas promovidas
pelo organismo em sua superficie também provocam uma resposta humoral

bastante diversa; ainda, a ocorréncia de infeccdo concomitante com PRRSV
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aumenta os niveis de anticorpos reagentes com M. hyopneumoniae (Thacker et al.,
1999). Este conjunto de fatores indica que a avaliagdo soroldgica com os antigenos
disponiveis até 0 momento ndo deve ser utilizada como Unico método diagndstico
nos rebanhos.

Atualmente, a PCR é a técnica mais sensivel para a deteccdo de M.
hyopneumoniae. Tecidos pulmonares sdo os sitios de maior confiabilidade para
coleta de material, enquanto amostras coletadas da regido nasal apresentam
resultados mais variaveis (Sgrensen et al.,, 1997; Kurth et al., 2002). Lavados
traqueais também permitem a deteccdo do patégeno (Verdin et al., 2000). A
utilizacdo de Nested PCR € bastante sensivel, capaz de detectar a presenca do
agente em quantidades muito pequenas (Calsamiglia et al., 1999; Fablet et al.,
2010). A técnica de PCR em tempo real e suas variacdes tem sido utilizadas para o
diangostico e quantificacdo da infeccdo (Moorkamp et al., 2008; Silva et al., 2009;
Marois et al., 2010; Li et al., 2013). A deteccdo do organismo em tecidos pulmonares
pode ainda ser realizada através de imunofluorescéncia, imunohistoquimica e
hibridizacao in-situ seguida de PCR (Kwon et al., 2002; Madsen et al., 2007).

Profilaxia e Controle

Diversas atividades estdo associadas ao controle desta enfermidade nos
rebanhos suinos. A otimizacdo das praticas de manejo e das condicbes de
alojamento é o primeiro passo a ser adotado. As medidas recomendadas incluem:
adotar o sistema de producgao “todos dentro/todos fora” fechado, especialmente para
reprodutores; promover o desmame precoce das leitegadas; implantar o sistema de
paricdo segregada; manter uma densidade populacional adequada; minimizar as
situacdes de estresse; e prevenir/tratar outras doencas que causem lesao pulmonar
(Maes et al., 2008). Antibioticoterapia pode ser realizada para controle e tratamento
da doenca j& estabelecida (Heinonen et al., 2011; Ciprian et al., 2012,
Thongkamkoon et al., 2013) sendo indicadas as combinagfes que atinjam também
patogenos respiratorios comumente associados ao M. hyopneumoniae (Maes et al.,
2008). Tetraciclinas e macrolideos sédo frequentemente utilizados. Aminoclitois,
tiamulina, aminoglicosideos, lincosamidas e florquinolonas também apresentam
atividade contra o M. hyopneumoniae. Sua utilizagdo melhora os indices produtivos
e diminui a ocorréncia de lesdo pulmonar e de sinais clinicos no rebanho (Vicca et

al., 2004). A utilizagdo no periodo pré-infeccdo é descrita a fim de minimizar os
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efeitos da doenca, mas ndo impede a ocorréncia de infeccdo (Thacker, 2004). A
interrupgéo do tratamento medicamentoso tende a ser seguida de surtos infecciosos
(Thacker & Minion, 2010). Além disso, resisténcia as diversas classes de
antimicrobianos tem sido descrita nos ultimos anos (Inamoto et al., 1994; Vicca et
al., 2003; Thongkamkoon et al., 2013), indicando-se uma avaliagdo criteriosa dos
casos em que esta abordagem € necessaria.

A vacinacdao é pratica largamente adotada nas areas produtoras de suinos em
todo o mundo, podendo estar associada ao uso de antimicrobianos (Haesebrouck et
al., 2004). As vacinas comercialmente disponiveis sdo compostas de cultivos
celulares inativados (bacterinas) de M. hyopneumoniae associados a diferentes
adjuvantes (Maes et al., 2008) e diversos estudos tém comprovado a eficacia destas
vacinas. A vacinacdo estd associada ao aumento no ganho de peso diario dos
animais (2-8%), aumento na taxa de conversao alimentar (2-5%), diminuicdo do
tempo necessario para atingir o peso de abate, reducdo da prevaléncia e severidade
das lesGes pulmonares associadas a pneumonia, menor custo com medicacdes
associada as doencas respiratérias (Thacker et al.,, 1998; Maes et al.,, 1999;
Reynolds et al., 2009; Wilson et al., 2013) e, em alguns casos, queda da mortalidade
no rebanho (Moreau et al., 2004). A vacinagcdo é capaz de reduzir o nimero de
organismos detectaveis no trato respiratério (Baccaro et al., 2006; Meyns et al.,
2006; Vranckx et al., 2012), diminuindo assim o nivel de infeccdo e de lesbes
pulmonares tanto no individuo vacinado quanto em seus contactantes e,
consequentemente, no rebanho como um todo (Meyns et al., 2006; Sibila et al.,
2007).

Os mecanismos protetores da vacinag¢do contra a PES ainda estdo pouco
elucidados, porém sabe-se que as bacterinas sdo capazes de estimular resposta
humoral de mucosa, com deteccdo de IgA e IgG em fluido bronqui-alveolar de
animais vacinados por via parenteral (Marchioro et al., 2013; Martelli et al., 2014). O
perfil de soroconversdo dos animais vacinados € bastante heterogéneo e o nivel de
anticorpos séricos parece ndo estar relacionado com a protecdo contra a infec¢ao
por M. hyopneumoniae (Djordjevic et al., 1997; Thacker et al., 1998; Maes et al.,
1999). Suinos vacinados com bacterinas por via parenteral apresentaram menor
secrecéo local da citocina pro-inflamatéria TNF-a, aumento do numero de células
secretoras de IFN-y no sangue (Thacker et al., 2000), e maior secre¢ao de IFN-y e

IL-10 na mucosa respiratoria (Marchioro et al., 2013). O IFN-y € um potente
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estimulador do desenvolvimento de resposta celular (Park & Scott, 2001), enquanto
a secrecdo de IL-10 esta associada a prevencdo dos efeitos patologicos das
citocinas inflamatorias (Conti et al., 2003) e a diminuicdo do influxo de macréfagos
no tecido brdnquio-alveolar em suinos vacinados e submetidos a infeccéo
experimental por M. hyopneumoniae (Vranckx et al., 2012).

Embora a estratégia ideal possa variar entre rebanhos, a vacinagéo antes da
exposicao intensa do animal ao patdgeno (que ocorre ainda nas primeiras semanas
de vida) € a mais comumente adotada, vacinando-se os as fémeas gestantes e os
leitbes com a primeira dose entre uma e trés semanas ap0s o0 nascimento (Vicca et
al., 2002; Sibila et al., 2008; Del Pozo Sacristan et al., 2014). A eficacia da vacinacdo
precoce tem sido confirmada por estudos em condi¢cdes de campo (Kyriakis et al.,
2001; Jensen et al., 2002) e deve induzir imunidade no periodo de desmame,
periodo onde ocorre a mistura de lotes, aumento da ocorréncia dos desafios
infecciosos e do risco de desenvolvimento de pneumonia severa de causas
multifatoriais. A presenca de anticorpos maternos ndo afeta negativamente o
desenvolvimento de imunidade nos leitbes vacinados aos sete dias de idade e a
vacinacdo nesse periodo demonstrou ser capaz de induzir imunidade de longa
duracdo e reduzir as lesdes pulmonares em suinos expostos a desafio experimental
com cepa de alta viruléncia, além de promover incremento no ganho de peso diério
em animais expostos ao desafio natural (Reynolds et al., 2009; Wilson et al., 2013).

Apesar de todos os beneficios, a vacinacdo com bacterinas confere apenas
protecdo parcial ao rebanho, pois ndo altera significativamente a dinamica de
transmissao do M. hyopneumoniae entre os animais (Meyns et al., 2006; Villarreal et
al., 2011b), exercendo efeito limitado sobre esse fator, e também nao é capaz de
prevenir a colonizacdo do trato respiratério ciliado. Devido a esses fatores, a
vacinacdo ndo consegue, sozinha, eliminar o patégeno do rebanho. Para atingir os
resultados esperados, ela deve ser combinada com outros fatores de controle da
infeccdo (Haesebrouck et al., 2004). Ainda, o resultado da vacinagcao varia entre
rebanhos de acordo com diversos fatores, entre eles o nivel de infeccéo
estabelecido, a idade de infeccdo, condicdo sanitaria do rebanho no momento da
vacinagao, adocgdo de praticas de manejo auxiliares no controle das enfermidades
respiratérias e as diferenca antigénicas entre as cepas vacinais e as cepas

circulantes a campo (Maes et al., 2008).
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Vacinas Recombinantes

Pesquisas com novas abordagens vacinais vém sendo propostas, buscando
o desenvolvimento de vacinas mais eficientes no controle da PES. O
sequenciamento dos genomas completos de diferentes cepas de M. hyopneumoniae
(Minion et al., 2004; Vasconcelos et al., 2005; Liu et al., 2011) tem permitido a
aplicacdo dos conceitos de vacinologia reversa (Rappuoli, 2001) na selecdo de
racional de antigenos promissores para a construcdo de novas vacinas através da
tecnologia do DNA recombinante. Através desta abordagem, praticamente qualquer
proteina de um organismo pode ser expressa em um sistema heterologo, permitindo
abordagens vacinais tao diversas quanto a utilizacdo de proteinas recombinantes
purificadas como vacinas de subunidade e de vacinas de DNA ou vetorizadas que
permitem a expressao da proteina recombinante apds a vacinacgao.

A maior parte das vacinas experimentais contra a PES desenvolvidas até o
momento utiliza o fragmento R1 da proteina P97, a mais bem caracterizada adesina
de M. hyopneumoniae, como antigeno vacinal na forma de vacina de subunidade
(King et al., 1997; Conceicao et al., 2006) ou de vetor recombinante (Chen et al.,
2001, 2006; Okamba et al., 2007, 2010). Mais recentemente, vacinas que combinam
fragmentos R1 e R2 desta mesma proteina tém sido desenvolvidas (Shimoji et al.,
2003; Ogawa et al.,, 2009). O fragmento R2 da proteina NrdF também tem sido
utilizado como antigeno vacinal na forma de vetor recombinante (Fagan et al., 1997,
2001; Chen et al., 2006b) assim como a proteina de choque térmico P42 na forma
de vacina de DNA (Chen et al., 2003). Uma mesma vacina compostas por diferentes
proteinas de subunidade foi avaliada por Galli et al. (2013). Protocolo vacinal
utilizando doses subsequentes de vacina de DNA e de subunidade recombinante
com os antigenos P37, P42, P46 e P95 é descrito por Galli et al. (2012).
Simmionatto et al. (2010) descreve a construcdo e producao de diversas proteinas
recombinantes de M. hyopneumoniae, cuja antigenicidade e imunogenicidade ja
foram avaliadas (Simionatto et al., 2012), disponibilizando informacgdes acerca de um
grande namero de potenciais antigenos vacinais contra a PES que devem ser mais
profundamente avaliados. A pesquisa continua de novos alvos vacinais e também
de sistemas adjuvantes que estimulem uma resposta mais eficaz € necessaria para
que niveis mais elevados de protecdo contra a PES sejam obtidos, melhorando as
condi¢cdes dos rebanhos e diminuindo as perdas econémicas relacionadas a esta

doenca.



3 HIPOTESE E OBJETIVO

3.1 Hipotese
Bacterinas comerciais contra Pneumonia Enzodtica Suina n&o induzem
resposta imune humoral contra os fatores de patogenicidade de M. hyopneumoniae
MHP_0067, MHP_0099, MHP_0107, MHP_0223, MHP_0234, MHP_0272,
MHP_0332, MHP_0372, MHP_0373, MHP_0390, MHP_0468, MHP_0513,
MHP_0580, MHP_0596 e MHP_0663.

3.2 Objetivo
Avaliar a resposta imune humoral em camundongos induzida por bacterinas

comerciais contra antigenos recombinantes de M. hyopneumoniae.

3.3 Objetivo especifico
Avaliar a resposta imune humoral induzida pela inoculacdo de seis bacterinas
comerciais contra as proteinas recombinantes MHP_0067, MHP_0099, MHP_0107,
MHP_0223, MHP_0234, MHP_0272, MHP_0332, MHP_0372, MHP_0373,
MHP_0390, MHP_0468, MHP_0513, MHP_0580, MHP_0596 e MHP_0663 e extrato
de M. hyopneumoniae cepa 7448.
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Resumo

A Pneumonia Enzodtica Suina (PES), causada pela bactéria Mycoplasma
hyopneumoniae, gera importantes perdas econémicas para a industria suinicola em
todo o mundo. As vacinas atualmente disponiveis diminuem as perdas produtivas,
mas ndo impedem a infeccdo dos rebanhos. O desenvolvimento de novas
estratégias vacinais tém se mostrado necessario. Neste trabalho, avallou-se a
resposta imune humoral induzida pela inoculagdo, em camundongos, de seis
bacterinas comerciais contra quinze fatores de patogenicidade de M.
hyopneumoniae previamente caracterizados por nosso grupo. A deteccdo de
anticorpos foi realizada através de ELISA indireto. Soroconverséo foi utilizada para
determinar reatividade biologicamente significativa. A O antigeno MHP_0067 foi
reconhecido pelo soro de um unico grupo inoculado. Os antigenos MHP_0513 e
MHP_0580 foram reconhecidos pelos soros de quatro grupos inoculados cada. Para

os demais antigenos ndo houve soroconversao pelos grupos inoculados com as
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bacterinas comerciais. Identificar antigenos potencialmente protetores ausentes
nestas vacinas e associa-los a vacinacao convencional pode promover o aumento
dos niveis de protecdo. Estes antigenos sao potenciais alvos para a composicao de

uma vacina de subunidade recombinante associada a vacina

Palavras-Chave: Pneumonia Enzodtica Suina, vacinas comerciais, resposta imune

humoral, ELISA, antigenos recombinantes, adesinas.

1 Introducéo

A Pneumonia Enzootica Suina (PES) é uma doenca de ocorréncia mundial que
causa importantes perdas econd6micas para a industria suinicola [1]. As vacinas
comerciais s&do produzidas a partir de cultivos inativados (bacterinas) de M.
hyopneumoniae associados a adjuvantes [2,3]. Elas promovem a reducdo do
percentual de lesdes pulmonares, dos sintomas clinicos e da perda de peso,
melhorando os indices produtivos dos animais vacinados [4—-7]. O mecanismo
protetor envolvido ainda é pouco entendido, embora seja comprovado que ha
inducdo tanto de imunidade celular quanto humoral sisttmica e de mucosa por
ocasido da vacinacao [8-10]. No entanto, estas bacterinas ndo sdo capazes de
prevenir a transmissdo do patdgeno e a infec¢do dos suinos vacinados [11,12].
Andlises comparativas entre diferentes cepas permitiram a identificacdo de possiveis
fatores de viruléncia de M. hyopneumoniae [13], como proteinas de superficie celular
e secretadas, que estdo relacionadas com a patogénese da bactéria [14]. A
subexpressao de alguns destes fatores ja foi verificada em cepas avirulentas, em
especial de adesinas [15,16]. Alguns trabalhos demonstraram que vacinas

comerciais ndo induzem anticorpos contra a adesina P97 e a proteina NrdF [17-20],
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antigenos de M. hyopneumoniae que induziram prote¢éo contra a PES em suinos
desafiados experimentalmente [21-24]. A auséncia de anticorpos contra proteinas
imunogénicas [25] indica que as mesmas estdo presentes em quantidades
inadequadas ou até mesmo ausentes na vacina comercial, o que pode estar
relacionado com a sua eficiéncia limitada

O desenvolvimento de abordagens vacinais mais efetivas é necessario para que
adequados niveis de protecdo contra a PES sejam obtidos. No entanto, o alto
investimento necessario para o desenvolvimento de experimentos envolvendo testes
de vacinas contra a PES em suinos torna necessaria a triagem dos antigenos a
serem testados, de modo a otimizar a utilizacdo de recursos e aumentar a chance de
obtencdo de resultados positivos. Até o momento, apenas dois antigenos
recombinantes foram testados em suinos, individualmente, e apresentaram
resultados parciais de protecdo [21-24]. A utilizacdo de uma vacina multivalente,
composta por antigenos selecionados de M. hyopneumoniae, pode elevar os indices
de protecdo em relacdo aos obtidos pelas vacinas recombinantes monovalentes
[18,21-24]. Ainda, a vacinagdo com antigenos recombinantes pode ser associada a
administracdo de um cultivo inativado, que n&do conta com alguns fatores de
viruléncia em sua composicao.

Sendo assim, este trabalho teve por objetivo avaliar a resposta imune humoral
contra antigenos recombinantes de M. hyopneumoniae induzida pela inoculacdo de
bacterinas comerciais em camundongos. Os antigenos selecionados sao provaveis
fatores de viruléncia de M. hyopneumoniae, de alta antigenicidade e
imunogenicidade. Os antigenos ausentes nas vacinas comerciais sdo pontenciais

alvos vacinais para a utilizacdo em associacao a vacinagao convencional.
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2 Materiais e Métodos

2.1 Vacinas comerciais

Vacinas comerciais contra a PES de seis diferentes marcas foram utilizadas neste
estudo. As vacinas selecionadas apresentam particularidades com relacdo a cepa
utilizada na fabricacdo, volume e nimero de doses a serem administradas. Os

produtos foram obtidos a partir de compra direta ou por contato com distribuidor.

2.2 Selecdo dos antigenos recombinantes

Os antigenos recombinantes utilizados neste estudo foram selecionados a partir das
proteinas recombinantes previamente caracterizadas por nosso grupo [25,26] e
referem-se a proteinas de Mycoplasma hyopneumoniae 7448 (GenBank,
NC 007332.1). Para determinar quais antigenos seriam ideais para este estudo,
foram considerados os seguintes requisitos: 1) reconhecimento como provavel fator
de viruléncia a partir de comparagdo gendmica e protedmica [13,15,16]; 2) predicéo
bioinformatica de localizacdo em superficie externa, transmembrana ou secretada
[26,27]; 3) antigenicidade confirmada, sendo reconhecidos por soros de suinos
convalescentes de PES ou experimentalmente infectados por M. hyopneumoniae
7448 [25,26]; 4) alta imunogenicidade em camundongos [25,26]; 5) probabilidade
significativa de apresentar atividade de adesina, determinada pelo software online
Vaxign [28], sendo considerados os valores de probabilidade préximos ou superiores
ao predito para a proteina MHP_0198 (P97), de 49,1%. Os antigenos selecionados

foram produzidos e purificados conforme Simmionatto et al. [27].
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2.3 Soros suinos

Pool de dez soros suinos positivos e dez soros suinos negativos foram utilizados
como controles neste trabalho. Os soros positivos foram obtidos de suinos com
aproximadamente trés meses de idade, ndo vacinados para PES, com PCR
individual positiva para a presenca de M. hyopneumoniae no trato respiratorio (swab
nasal), sinais clinicos sugestivos de PES e soropositivos mediante ELISA indireto
com extrato da cepa 7448. Os soros negativos foram obtidos de suinos de uma
granja livre de M. hyopneumoniae, monitorada trimestralmente através de sorologia

e PCR.

2.4 Inoculacdo em camundongos

Foram utilizados camundongos BALB/c machos, com idade entre seis e oito
semanas de idade, provenientes e mantidos no Biotério Central da Universidade
Federal de Pelotas (RS, Brasil). Os camundognos foram aleatoriamente distribuidos
em sete grupos de cinco animais cada. Os grupos foram assim inoculados: 1)
Bacterina A; 2) Bacterina B; 3) Bacterina C; 4) Bacterina D; 5) Bacterina E; 6)
Bacterina F; 7) solucdo salina estéril. O numero de inocula¢cdes e o volume
administrado foram determinados de acordo com as indica¢gdes dos fabricantes. O
volume administrado em camundongos correspondeu a 5% do total determinado
para suinos (considerando-se a propor¢cdo em peso vivo). Quando aplicavel, foi
realizado o intervalo de 21 dias entre a primeira e a segunda dose das vacinas.
Valores especificos ndo serdo informados para evitar a identificacdo dos produtos
comerciais. As amostras de sangue foram coletadas através de puncédo do sino
retro-orbital nos dias 0 (ndo imune) e 42 (imune). O soro foi separado por

centrifugacédo e armazenado a -20 °C até sua utilizacdo. O experimento foi repetido
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duas vezes, com dois lotes diferentes de animais e em periodos diversos de
alojamento. Durante o experimento os animais foram mantidos de acordo com as
recomendacdes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e do
Comité de Etica e Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Pelotas

(CEEA-UFPel, onde o projeto esta registrado sob o nimero 7722).

2.5 ELISA

A presenca de anticorpos especificos nos soros dos animais imunizados com as
vacinas comerciais foi avaliada atravées de ELISA indireto. Os soros dos
camundongos foram confrontados com as proteinas recombinantes selecionadas e
com extrato celular de M. hyopneumonae 7448 cultivado in vitro, este ultimo como
controle positivo da inoculacdo das bacterinas comerciais. Soros suinos positivos e
negativos foram confrontados com os antigenos recombinantes, para controle de
antigenicidade e qualidade no momento do teste.

Teste-piloto foi realizado para determinar a concentracdo 6tima de antigenos e a
diluicdo do soro dos camundongos inoculados. Foram testadas as concentracdes de
antigenos de 100 ng, 300 ng, 500 ng, 750 ng e 1 pg por poco. As seguintes diluicdes
dos soros dos camundongos inoculados foram testadas em pool, por grupo: 1:25,
1:50, 1:100 e 1:200. Todas as diluicbes de soro foram confrontadas com todas as
concentragbes de cinco antigenos recombinante selecionados aleatoriamente e
contra o extrato total de M. hyopneumoniae 7448. Foram selecionadas como ideais
a maior concentracdo de antigeno em que houve incremento da resposta detectada,
e a menor diluicdo do soro em que ndo houve aumento da resposta do grupo

negativo, a fim de evitar a deteccao de resposta inespecifica.
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Microplacas de poliestireno de 96 cavidades foram sensibilizadas com os antigenos
recombinantes na concentracédo de 500 ng/poco, em tampao carbonato-bicarbonato
(pH 9.6), a 4 °C por 16 h. Entre cada etapa foram realizadas trés lavagens com PBS
(pH 7,4) acrescido de 0,05% de Tween 20. Posteriormente as placas foram
bloqueadas com solucdo de leite em p6 a 5% a 4 °C por 16 h. O soro dos
camundongos inoculados e dos suinos foi utilizado na diluicdo 1:50, mantido em
incubacdo na placa a 37 °C por 2 h. Foram utilizados anticorpos anti-lg totais de
camundongo (1:4000) ou anticorpos anti-lgG suino (1:6000) conjugados com
peroxidase (Sigma) como anticorpos secundarios, incubados na placa a 37 °C por
1,5 h. A reacéo de cor foi desenvolvida com OPD (Sigma) e peréxido de hidrogénio
por 15 min e entdo parada com a adi¢do de 50 ul de &cido sulfarico 3%. A densidade
optica foi determinada a 492 nm em leitor ThermoPlate ELX800 (BioTek
Instruments). As amostras foram analisadas individualmente em triplicata.
Soroconversao foi determinada atraves da razdo entre a média das absorbancias do
soro pés-imune pela média das absorbancias do soro pré-imune (D.O. dia 42/D.0.
dia 0) para cada amostra. Soroconversdo com 0 aumento de quatro vezes na
deteccdo de anticorpos no soro pés-imune em relacdo ao soro pré-imune foi

considerado como significativo.

2.6 Analise Estatistica

GraphPad Prism 4 (GraphPad Software) foi utilizado para realizar as analises
estatisticas e para a construcdo dos graficos. ANOVA seguido de teste Dunnett foi
realizado para determinar diferencas estatisticas significativas entre as
soroconversdes de cada grupo inoculado com as vacinas comerciais € 0 grupo

controle negativo no dia 42 do experimento. Teste t de Student nado-pareado foi
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utilizado para verificar diferencas significativas entre a média das absorbancias
obtidas para os soros suinos negativos e positivos. Intervalo de Confianca de 95%
foi utilizado, e os dados foram considerados estatisticamente significativos quando p
< 0,05. Este trabalho ndo tem por objetivo comparagcdes entre as vacinas comerciais,

por isso nenhuma andlise estatistica foi realizada neste sentido.

3 Resultados

3.1 Antigenos recombinantes

De acordo com os resquisitos estipulados, foram selecionados quinze antigenos
recombinantes para este estudo. Sua identificacdo e caracterizacdo encontram-se
descritas na Tabela 1.

Para confirmar a antigenicidade e qualidade dos antigenos recombinantes no
momento do teste, os mesmos foram confrontados com os pools de soros suinos
negativos e positivos quando da realizacao do teste com os soros dos camundongos
inoculados. Todos os antigenos recombinantes foram reconhecidos pelos soros dos
suinos positivos (Tabela 2), indicando que os mesmos apresentavam epitopos com
conformacao reconhecida pelos anticorpos induzidos na infec¢cdo natural por M.

hyopneumoniae.

3.2 Resposta humoral induzida pelas bacterinas comerciais

Com o objetivo de confirmar a validade da inoculacdo, os soros dos camundongos
inoculados com as bacterinas foram confrontados com o extrato celular de M.
hyopneumoniae 7448. Com exceg¢ao da bacterina F, todas as bacterinas
apresentaram reatividade frente ao extrato de M. hyopneumoniae 7448 (Fig. 1).

Embora esse resultado pudesse indicar falha na vacinacdo com a bacterina F, a
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mesma apresentou soroconversao significativa contra um antigeno recombinante, o
gue determinou que a inoculacao foi adequada.

A reatividade dos soros dos grupos inoculados contra 0s antigenos recombinantes
esta representada na figura 2. Do total de seis bacteinas testadas, uma foi capaz de
induzir soroconversdo contra o antigeno MHP_0067 (Fig. 2A), e quatro induziram
soroconversao contra os antigenos MHP_0513 (Fig. 2B) e MHP_0580 (Fig. 2C). As
bacterinas falharam em induzir soroconversdo contra os antigenos MHP_0099,
MHP_0107, MHP_0223, MHP_0234, MHP_0272, MHP_0332, MHP_0372,
MHP_0373, MHP_0390, MHP_0468, MHP_0596 e MHP_0663 (dados n&o
demonstrados). A bacterina E (Grupo 5) falhou em induzir soroconversdo contra
todos os antigenos recombinantes testados, embora tenha reagido positivamente

com o extrato celular de M. hyopneumoniae 7448.

4 Discusséao

Este trabalho avaliou a resposta imune humoral contra antigenos recombinantes de
M. hyopneumoniae induzida pela inoculacdo de bacterinas comerciais em
camundongos, a fim de identificar potenciais alvos vacinais contra 0s quais estas
vacinas ndo geram anticorpos detectaveis. Uma bacterina induziu resposta contra
MHP_0067, e quatro bacterinas induziram resposta contra MHP_0513 e MHP_0580.
As condicdes de cultivo as quais o M. hyopneumoniae €& submetido alteram
fortemente o seu proteoma, e talvez este seja um dos pontos mais importantes
relacionados a subexpressao de fatores de viruléncia. A atenuacdo de cepas pode
ser realizada através de numerosas passagens in vitro, em que o crescimento se da
em meio 6timo, sem a exigéncia da expressdo de fatores necessarios para a

infeccdo natural. M. hyopneumoniae 232 cultivado in vivo apresentou alteracbes
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significativas no transcriptoma quando comparado com o cultivo in vitro [29],
confirmando que as alteracbes protedmicas sdo dependentes das condicdes de
cultivo e que a expressao proteica da bactéria é altamente flexivel, adaptando-se
rapidamente as exigéncias do meio. A suplementacéo do cultivo com noraepinefrina
induziu a superexpressao de diversos genes por M. hyopneumoniae 232, entre eles
a adesina P146 [30]. O aumento da temperatura de incubacao do cultivo promoveu a
superexpressao da chaperona DnaK para a mesma cepa [31]. Ambas as alteracdes
sdo encontradas no pulmédo suino quando da instalacdo do M. hyopneumoniae,
como efeitos da resposta imune. Neste estudo, MHP_0067 (DnaK) apresentou
reatividade com uma unica bacterina, cuja expressdo pode estar sendo induzida
pelas condicbes de crescimento do meio.

A inibicdo da expressao de fatores de viruléncia devido ao crescimento em meio
otimo pode ajudar a explicar o grande niumero de antigenos recombinantes contra os
quais nao se obteve resposta humoral. Destacam-se a auséncia de resposta para
proteinas relacionadas com a adesdo da bactéria ao epitélio respiratério ou outras
atividades biolégicas relacionadas a patogénese do micro-organismo, como as
proteinas P97 (MHP_0272), P102 (MHP_0107) e P146 (MHP_0663) [32—-35]. Estes
antigenos correspondem as classes de proteinas que tem a expressao
negativamente afetada pelo crescimento in vitro, como proteinas de superficie de
membrana, lipoproteinas, transportadores plasmaticos e outras, com funcdes
diversas que podem ser importantes para a fixacdo do M. hyopneumoniae e 0 seu
crescimento no hospedeiro.

A proteina P46 (MHP_0513), reconhecida pela maior parte das bacterinas, € um
antigeno imunodominante de superficie altamente conservado entre as cepas de M.

hyopneumoniae [36]. Este antigeno € espécie-especifico e utilizada na deteccdo de
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M. hyopneumoniae diretamente no tecido pulmonar e também por ensaio sorologico
[37,38]. Analises protedmica através de Western blot verificou a manutencdo da
expressdo da proteina P46 em diversos isolados de campo de M. hyopneumoniae
com diferentes niveis de viruléncia [39]. Os resultados obtidos neste trabalho, em
conjunto com as informacdes acerca da localizacdo e alta conservacao da proteina
entre cepas, indicam que este antigeno pode apresentar funcdo constituitiva
importante, porém nao € possivel excluir a hipétese de que o mesmo esteja
envolvido na patogenicidade da bactéria, uma vez que ndo ha estudos nesse
sentido. A lipoproteina de membrana MHP_0580 também foi reconhecida por
diversas bacterinas, e, a exemplo da P46, também pode apresentar carater
constituitivo. Porém, estudos de caracterizacdo desta proteina sdo necessarios para
gue tal possibilidade seja ou ndo confirmada.

Experimentos de andlise protebmica apds alteracbes no meio de cultivo de M.
hyopneumoniae demonstram que mimetizar as condicdes encontradas in vivo para o
crescimento in vitro de M. hyopneumoniae aumenta a expressdo de fatores de
viruléncia pelas cepas virulentas [30,31,40], podendo ser uma alternativa para
promover a expressao de antigenos potencialmente protetores nas bacterinas. A
determinacao das condic@es ideias para o estimulo in vitro é dependente de estudos
mais aprofundados sobre a patogénese da doenca e sobre resultado da interacao
entre os diversos fatores que passariam a incidir sobre o cultivo in vitro da bactéria.
Ainda, ndo se sabe se efeitos semelhantes seriam obtidos quando cepas vacinais
avirulentas fossem submetidas as mesmas condi¢des de cultivo, ja que as variagdes
no proteoma podem ser decorrentes de diferencas no genoma destas cepas. As
variacbes de proteoma entre as cepas de M. hyopneumoniae parecem ndo estar

relacionadas com a auséncia de CDS correspondentes aos fatores de viruléncia nas
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cepas avirulentas. Analise gendmica comparativa entre as cepas 7448, 232 e J
identificou alta similaridade entre as sequéncias de aminoacidos preditas das CDS
ortélogas de fatores associados a viruléncia do patdégeno [13], incluindo as proteinas
selecionadas neste estudo. Alteracbes no perfil de expressdo proteica de M.
hyopneumoniae tém sido descritas para a mesma cepa conforme o ndmero de
passagens e condicbes de cultivo. Assuncao et al. [41] identificaram variacdo no
perfil antigénico de cepas de M. hyopneumoniae isoladas em abatedouros conforme
0 numero de passagens in vitro. Mais recentemente, Liu et al. [42] promoveram a
atenuacdo da cepa 168 através de grande numero de passagens in Vvitro,
observando o acumulo de mutacfes nas CDS dos fatores de viruléncia. I1sso ajuda a
explicar porque a cepa J (e possivelmente outras cepas avirulentas) apresenta um
perfil de expressao tdo diverso daquele encontrado nas cepas 7448, 7422 e 232
[15,16] mesmo contendo genoma altamente similar e tendo sido originalmente uma
cepa virulenta [43]. Estes resultados reforcam a idéia de que o incremento do meio
de cultivo in vitro ndo seria suficiente para estimular a expressdo de fatores de
viruléncia, uma vez que as mutacfes podem alterar a expressao destas proteinas.
As diferencas antigénicas entre as cepas de M. hyopneumoniae circulantes nos
rebanhos e aquelas utilizadas para a producéo das bacterinas possivelmente sejam
responsaveis pela protecado insuficiente oferecida pela vacinacao [10], o que pode
estar relacionado com a expressdo deficiente de antigenos cuja resposta imune
oferece protecdo [21,22,24]. Esta variacdo antigénica esté refletida nos resultados
encontrados em nosso trabalho. Conforme descrito anteriormente, ndo sO a
presenca ou auséncia de uma proteina é determinada por estas condicbes, mas
também o nivel de expressao obtido [15,30,31]. Fora das condi¢des ideais de

desafio encontradas in vivo, a expressdao em niveis basais de fatores de viruléncia
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possivelmente gera quantidades de antigeno insuficientes para promover o
desenvolvimento de uma resposta imune detectavel [15], aqui evidenciada pela
auséncia de anticorpos especificos contra importantes fatores de viruléncia da
bactéria.

A utilizacdo de alvos vacinais produzidos a partir da tecnologia do DNA
recombinante é uma alternativa viavel para o desenvolvimento de uma vacina mais
completa, uma vez que permite a insercdo selecionada e em quantidades
adequadas dos antigenos com potencial protetor ausentes na formulacéo inicial das
vacinas comerciais. Como diversos fatores parecem estar relacionados ao processo
de patogénese do M. hyopnemoniae [13,15,29,41], o desenvolvimento de uma
vacina exclusivamente recombinante de alta eficacia depende da selecdo de um
conjunto de proteinas protetoras, entre as quais possivelmente encontram-se muitas
de atividade ainda desconhecida. Assim, espera-se que a abordagem de associacao
entre vacinas recombinantes e bacterinas seja capaz de trazer produtos com niveis
de protecdo maiores do que os oferecidos atualmente em um periodo de
desenvolvimento relativamente curto.

Neste estudo, avaliamos o perfil de imunidade humoral gerado por bacterinas
comerciais contra antigenos recombinantes de M. hyopneumoniae. Apenas trés
antigenos apresentaram reatividade satisfatéria com ao menos uma das bacterinas
utiizadas. Os demais antigenos apresentam potencial como candidatos a
composicdo de uma formulagdo vacinal recombinante em associa¢do a vacinacao

convencional no combate a PES.
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Tabelal. Identificacdo e caracterizacdo dos antigenos recombinantes selecionados.

Anotacdo Identificacéo Fragmento Massa Antigenicidade Imunogenicidade em Atividade
selecionado molecular ELISA/Western blot camundongos Adesina (%)"
(aa) (kDa)
1 MHP_0067 Chaperona DnaK 229-601 42 ++* [ Rhc +* 18,7
2 MHP_0099 P95 564-911 43 ++* [ Rc +* 55,8
3 MHP_0107 P102- 648-948 38 ++*/ Rc +* 52,6
4  MHP_0223 NrdF cadeia beta 202-340 14 ++* [ NR + 19,2
5 MHP_0234 Transportador de 12-340 39 ++* [ Rhc + 52,8
ribose
6 MHP_0272 P97 1228-708 59 ++*/ Rc +* 43,4
7 MHP_0332 Serina proteasee 58-264 25 NA / Rc + 43,6
8 MHP_0372 Lipoproteina LppT 497-883 44 +++* | Rhc NA 54,5
9 MHP_0373  Lipoproteina LppS 776-982 27 - /Rh +* 42,6
10 MHP_0390 Proteina hipotética 4-214 26 ++* [ Rhc + 54,2
11 MHP_0468 Proteina hipotética 118-467 42 ++* [ NR + 60,5
12 MHP_0513 P46 102-420 35 +++* | Rc + 40,3
13 MHP_0580 Lopoproteina de 180-378 25 ++* /| Rc & 57,7
membrana
14 MHP_0596  Proteina hipotética 110-379 31 NA + 21,3
15 MHP_0663 P146 754-1022 30 ++* +* 53,1
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" Probabilidade significativa de apresentar atividade de adesina, determinada pelo
software online Vaxign [28], sendo considerados os valores de probabilidade
préximos ou superiores ao predito para a proteina MHP_0198 (P97), de 49,1%

* Proteinas paralogas; NA: ndo avaliado; +++*: niveis muito altos de anticorpos
(P<0.05); ++*: niveis altos de anticorpos (P<0.05); +*: niveis moderados de
anticorpos (P<0.05); -*: niveis baixos de anticorpos (P<0.05); ++: niveis altos de
anticorpos; +: niveis altos de anticorpos; +: niveis moderados de anticorpos; -: niveis
baixos de anticorpos; Rh: reacdo contra soro suino hiperimune; Rc: reacdo contra
soro suino convalescente; Rhc: reacdo com soro suino hiperimune e convalescente;

NR: ndo reagente.



Tabela 2. Média e desvio padrao das absorbancias referentes a reatividade dos

soros suinos controles negativos (CS -) e positivos (CS +) com os antigenos

recombinantes selecionados e com o extrato de M. hyopneumoniae 7448.

39

Antigenos Cs- Cs+ P
MHP_0067 0,336 + 0,013 3,269 + 0,112 < 0.0001
MHP_0099 0,179 + 0,019 1,366 + 0,152 0,0003
MHP_0107 0,218 = 0,021 1,477 £ 0,259 0,0011
MHP_0223 0,313 +0,014 1,269+ 0,114 0,0006
MHP_0234 0,262 + 0,029 1,161 + 0,097 0,0001
MHP_0272 0,247 £ 0,015 1,024 + 0,020 0,0005
MHP_0332 0,291 + 0,015 1,193 + 0,279 0,04
MHP_0372 0,415 £ 0,015 2,813 + 0,148 < 0.0001
MHP_0373 0,260 + 0,039 1,395 + 0,404 0,0085
MHP_0390 0,252 + 0,020 1,586 + 0,295 0,0015
MHP_0468 0,256 + 0,026 1,763 £ 0,212 0,0003
MHP_0513 0,428 £ 0,017 2,596 + 0,429 0,0009
MHP_0580 0,313 + 0,008 1,291 + 0,060 < 0.0001
MHP_0596 0,360 + 0,007 1,456 + 0,342 0,0052
MHP_0663 0,210 £ 0,022 1,668 + 0,208 0,0003
M. hyopneumoniae 7448 0,425 + 0,011 3,232 £ 0,247 < 0.0001
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Extrato total M. hyopneumoniae 7448
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Figura 1. Resposta imune humoral dos camundongos inoculados contra o extrato de
M. hyopneumoniae 7448. Colunas 1-7: camundongos inoculados com as bacterinas
comerciais 1 — bacterina A; 2 — bacterina B. 3 — bacterina C; 4 — bacterina D; 5 —
bacterina E; 6 — bacterina F; 7 — solucdo salina estéril (controle negativo). Os valores
correspondem a soroconversao dos grupos, obtida pela razdo entre a média das
absorbéancias do soro pés-imune pela média das absorbancias do soro pré-imune
(D.O. dia 42/D.0. dia 0). As barras verticais correspondem ao desvio padrdo da
soroconversdo. Todas as reacOGes foram realizadas em triplicata. Asteriscos (*)
indicam diferenca estatistica entre a soroconversdo dos camundongos inoculados
com as bacterinas e o grupo controle negativo verificados através de ANOVA

seguido de teste Dunnett (p<0,05).
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Figura 2. Resposta imune humoral dos camundongos inoculados contra os
antigenos recombinantes MHP_0067 (A), MHP_0513 (B) e MHP 0_580 (C). Colunas
1-7: camundongos inoculados com as bacterinas comerciais 1 — bacterina A; 2 —
bacterina B. 3 — bacterina C; 4 — bacterina D; 5 — bacterina E; 6 — bacterina F; 7 —
solucéo salina estéril (controle negativo). Os valores correspondem a soroconversao
dos grupos, obtida pela razdo entre a média das absorbancias do soro pds-imune
pela média das absorbancias do soro pré-imune (D.O. dia 42/D.0. dia 0). As barras
verticais correspondem ao desvio padrdo da soroconversdo. Todas as reacodes
foram realizadas em triplicata. Asteriscos (*) indicam diferenca estatistica entre a
soroconversao dos camundongos inoculados com as bacterinas e o0 grupo controle

negativo verificados através de ANOVA seguido de teste Dunnett (p<0,05).



5 CONCLUSAO

e As bacterinas comerciais avaliadas falharam em induzir resposta imune
humoral contra importantes fatores de patogenicidade de M. hyopneumoniae.

e O antigeno MHP_0067 foi reconhecido pelo soro de um Unico grupo
inoculado.

e Os antigenos MHP_0513 e MHP_0580 foram reconhecidos pelos soros de
quatro grupos inoculados cada.

e Para os demais antigenos ndao houve soroconversao pelos grupos inoculados

com as bacterinas comerciais.
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