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RESUMO

SIMIONATTO, Simone. Producédo e caracterizacdo de proteinas recombinante s
de Mycoplasma hyopneumoniae com potencial para uso em imunodiagndstico
e vacinagdo . 2008. 125 f. Tese (Doutorado) - Programa de Pdés-Graduagdo em

Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Mycoplasma hyopneumoniae € 0 agente etiolégico da pneumonia enzodtica suina (PES),
uma doencga respiratoria responsavel por significativas perdas econdmicas. Vacinas
comerciais sdo mundialmente utilizadas no controle desta doenca, porém
proporcionam apenas protecao parcial. Além disso, séo caras devido ao crescimento
fastidioso do M. hyopneumoniae in vitro. Desta forma, o desenvolvimento de
alternativas para a profilaxia da PES é fundamental para a melhoria da sanidade dos
suinos. A tecnologia do DNA recombinante pode ser usada para superar problemas
com as vacinas convencionais. No entanto, pela utilizacdo de cédons TGA e nédo
TGG para codificar o amino acido triptofano, a traducédo de genes de micoplasmas
termina prematuramente quando clonados e expressos em outras bactérias, como
Escherichia coli. Devido a isso, 0 numero de proteinas antigénicas de M.
hyopneumoniae caracterizadas e testadas como vacinas ou em testes de
imunodiagnostico ainda é restrito. Neste trabalho, 63 fragmentos génicos foram
selecionados, os quais correspondem a 48 sequéncias codificadoras (CDS) de wm.
hyopneumoniae. Num primeiro momento, foi padronizado um método de PCR de
sobreposicdo para mutagénese sitio-dirigida de genes de M. hyopneumoniae,
objetivando a substituicdo do cédon TGA por TGG, na sequéncia do DNA. Com esse
método, a mutagénese sitio-dirigida foi realizada com sucesso em 14 genes de M.
hyopneumoniae. Os demais genes selecionados foram amplificados por PCR e
clonados no vetor Champion™ pET200D/TOPO®. No total, 59 fragmentos génicos
foram clonados eficientemente. Destes, 49 tiveram suas proteinas expressas em E.
coli e 35 foram purificadas por cromatografia de afinidade em coluna de Ni-
Sepharose (HisTrap™). As propriedades antigénicas e imunogénicas destas
proteinas foram analisadas. Para isso, as proteinas foram testadas contra soro de
suinos convalescentes e soro hiperimune através de ELISA (enzyme-linked

immunosorbent assay) e Western blot. Dezenove proteinas recombinantes foram



reconhecidas especificamente por soro de suinos convalescentes, indicando que
elas sdo expressas durante a infeccdo. Resposta imune humoral contra as proteinas
recombinantes foi avaliada em camundongos BALB/c através de ELISA. Os
resultados demonstraram que os antigenos induzem um nivel variavel de anticorpos,
0 gue nos permite inferir quanto a capacidade imunogénica de cada antigeno. O
soro dos camundongos inoculados com 20 proteinas foi capaz de reconhecer as
proteinas nativas através de ELISA. Este estudo permitiu identificar e caracterizar
novas proteinas imunogénicas de acordo com o seu potencial para uso em testes de
diagnostico e/ou vacina. Estes dados representam uma importante contribuicdo para
o desenvolvimento de testes sorolégicos mais efecientes e vacinas de subunidade

para o controle da infec¢cdo causada por M. hyopneumoniae €m Suinos.

Palavras chave : Mycoplasma hyopneumoniae, mutagénese sitio-dirigida, proteinas

recombinantes, vacinas.



ABSTRACT

SIMIONATTO, Simone. Production and characterization of Mycoplasma
hyopneumoniae recombinant proteins with potential for use in
immunodiagnosis and vaccination. 2008. 125 f. Tese (Doutorado) - Programa de

Pos-Graduacao em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Mycoplasma hyopneumoniae is the etiological agent of porcine enzootic pneumonia (EP),
a respiratory disease responsible for significant economic losses. Commercial
vaccines are widely used in the control of this disease, however, they provide only
partial protection. Besides, their preparation is expensive because of fastidiously
growth of M. hyopneumoniae in vitro. Therefore, the development of alternatives for EP
prophylaxis is important for improving health conditions of pigs. Recombinant DNA
technology can be used to overcome problems with conventional vaccines.
Nevertheless, because of the use of TGA and not TGG to code for tryptophan,
translation of mycoplasmal genes terminates prematurely when cloned in other
bacteria, such as Escherichia coli. Because of this, the number of antigenic proteins
characterized to date in vaccine formulations or immunodiagnostic tests is still
restricted. In this work, 63 genetic fragments were selected, which correspond to 48
sequences coding (CDS) of M. hyopneumoniae. First, an overlap extension-PCR
method for site-directed mutagenesis of M. hyopneumoniae genes was standardized,
aiming at substituting TGA codon by TGG. With this improved method, site-directed
mutagenesis was successfully achieved in 14 M. hyopneumoniae genes. Other selected
genes were amplified by PCR and cloned into Champion™ pET200D/TOPO®. A
total of 59 genetic fragments were efficiently cloned. From these, 49 had their
proteins expressed in E. coli and 35 were purified by affinity chromatography using Ni-
Sepharose columns (HisTrap™). Immunogenic and antigenic properties of these
proteins were analyzed. For this, the proteins were tested against sera from
hyperimmune and from convalescent pigs through ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) and Western blot. Nineteen recombinant proteins were
specifically recognized by convalescent pig sera indicates they are expressed during
infection. Immune humoral response against recombinant proteins was evaluated in

BALB/c mice by ELISA. The results showed that antigens induce variable levels of



antibodies, which allows inferring the immunogenicity of each antigen. Sera from
inoculated mice with twenty recombinant proteins were able to recognize the native
protein by ELISA. This study allowed identifying and characterizing new
immunogenic proteins according to their potential for use in diagnostic tests and/or
vaccine. These data represent an important contribution for the development of more
efficient serological tests and a subunit vaccine for controlling M. hyopneumoniae

infections in pigs.

Key words : Mycoplasma hyopneumoniae, Site-directed mutagenesis, recombinant

proteins, vaccines.
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1 INTRODUCAO GERAL

Nas ultimas décadas, a suinocultura brasileira vem desenvolvendo-se e
buscando um mercado cada vez mais especializado, consolidando-se como uma
das atividades mais dinamicas dentro do complexo agroindustrial do pais. Esta
atividade propicia Otimas oportunidades para investimentos e também, a
possibilidade de transformar matéria-prima bruta em produtos de maior valor
agregado, como carne e derivados industrializados. O setor suinicola tem
apresentado uma tendéncia de concentracdo e especializacdo, caracterizando-se
pela producao cada vez mais eficiente, praticada por um nimero cada vez menor de
produtores. A Regidao Sul do Brasil representa mais de 45% do rebanho nacional de
suinos, sendo que o Rio Grande do Sul é o segundo estado maior produtor de carne
suina (IBGE, 2008).

As doencas respiratorias constituem um fator limitante da producéo suina e
afetam animais em todas as fases de crescimento, provocando atraso no
desenvolvimento e até a morte dos animais. Um dos mais importantes problemas de
saude, associados a producdo suina € a pneumonia enzootica suina (PES), uma
doenca respiratoria cronica, causada pelo Mycoplasma hyopneumoniae (ROSS, 1999).
Este agente etiologico é responsavel por significativas perdas econdémicas na
producdo suina, uma vez que a infec¢do € altamente prevalente em quase todas as
areas produtivas (ROSS, 1999; SIBILA et al., 2008). Além de causar a PES, o M.
hyopneumoniae € considerado também um dos agentes primarios envolvidos no
complexo de doencas respiratérias de suinos (PRDC) (THACKER, 2006).

O M. hyopneumoniae coloniza o trato respiratorio superior de suinos causando
danos aos cilios das vias respiratorias, comprometendo a principal barreira
mecanica contra infeccdo por outros patdgenos, debilitando o sistema imune e
favorecendo o estabelecimento de infeccbes secundarias (RAZIN et al., 1998). A
transmissdo ocorre por contato direto com secrecdes do aparelho respiratorio e
através de aerossois, eliminados durante os acessos de tosse. A PES manifesta-se
clinicamente por tosse cronica seca, atraso no ganho de peso, alta morbidade e
baixa mortalidade. Suinos em todas as idades sédo susceptiveis a infeccdo sendo
que, a forma clinica da doenga é mais comum em animais em fase de crescimento e
terminacdo (ROSS, 1999).
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Sinais clinicos e lesdes pulmonares podem ser usados para um diagndstico
presuntivo, porém testes laboratoriais sdo necessarios para o diagndstico conclusivo
da PES (THACKER, 2004). O cultivo do M. hyopneumoniae € descrito como o padréo
ouro, porém ele ndo é usado como rotina no diagnostico devido ao crescimento
extremamente lento deste agente e a interferéncia com o crescimento de outros
micoplasmas. Véarias metodologias sdo usadas para monitorar esta infecgdo como,
por exemplo, imunofluorescéncia, ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) e
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). No entanto, estas apresentam limitacdes
guanto a sensibilidade e/ ou especificidade (SIBILA et al., 2008). Em virtude disso,
testes de diagnostico mais eficientes se fazem necessarios.

A vacinacdo parece ser a forma mais eficaz no controle das infeccbes
causadas pelo M. hyopneumoniae. As vacinas disponiveis comercialmente s&o
compostas por células inteiras inativadas de M. hyopneumoniae. O principal efeito da
vacinacao inclui diminuigdo dos sintomas clinicos, reducdo no tamanho das lesdes
pulmonares e melhoria no desempenho dos suinos (ganho de peso diario e taxa de
conversdo alimentar) (MAES et al., 1999). No entanto, as bacterinas fornecem
apenas uma protecao parcial, pois ndo conseguem controlar eficientemente a PES
(THACKER et al., 1998, 2000a). Além disso, apresentam elevado custo de producéo
devido ao crescimento extremamente fastidioso in vitro deste agente (KOBISCH &
FRIIS 1996).

Devido as limitacbes das vacinas comerciais, pesquisas com nhovas
abordagens vacinais vém sendo propostas, buscando o desenvolvimento de vacinas
mais eficientes no controle da PES (CHEN et al., 2001, 2003, 2006, 2008; FAGAN et
al., 2001; LIN et al., 2003; SHIMOJI et al., 2003; CONCEICAO et al., 2006; OKAMBA
et al., 2007). Porém, apesar do genoma de trés cepas de M. hyopneumoniae terem sido
sequenciados (MINION et al., 2004; VASCONCELOS et al.,, 2005), poucos
antigenos recombinantes foram avaliados como candidatos a vacinas (FAGAN et al.,
2000; CHEN et al., 2003, 2008). O genoma pequeno deste agente, bem como o
namero limitado de proteinas secretadas ou de superficie, favorece o uso da
abordagem denominada vacinologia reversa (RAPPUOLI, 2001; CAPECCHI et al.,
2004). Porém, o M. hyopneumoniae Utiliza 0 codigo genético ndo usual (RAZIN et al.,
1998). Essa caracteristica tem implicacfes praticas quando genes do micoplasma
sdo clonados e expressos em sistemas heterélogos. A clonagem de genes de M.

hyopneumoniae expressando o codon UGA para estudos da fungcéo destas proteinas
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7 by

normalmente é evitada devido a falta de uma metodologia eficiente e bem
estabelecida para substituicdo dos codons TGA por TGG.

Dada a importancia da PES no cenario mundial de producdo de suinos,
especialmente no que diz respeito as perdas econdémicas decorrentes de infeccoes e
co-infec¢cdes com outros patdgenos, torna-se cada vez mais relevante e necessaria
a implementacdo de medidas de controle mais efetivas. A caracterizagdo de um
maior numero de proteinas antigénicas deste agente permitira a geracdo de dados
fundamentais para a elaboracdo de estratégias de controle. O diagndstico mais
eficiente da doenca, somado a uma vacina que possa controlar a infeccdo séo
alternativas promissoras para obter rebanhos com PES controlada.

Este trabalho foi delineado visando contribuir para a elaboracdo de estratégias
de controle mais eficientes para a PES. Com esse intuito, foram estabelecidas as
seguintes hip6teses: antigenos recombinantes possibilitardo o desenvolvimento de
uma vacina recombinante capaz de reduzir a colonizagcdo pelo M. hyopneumoniae €,
portanto, com capacidade superior as bacterinas comerciais; antigenos
recombinantes permitirdo o desenvolvimento de um diagndstico mais eficiente da
PES. Neste contexto, foram tragcados os seguintes objetivos: (1) Selec&o de regides
codificadoras (CDS) de proteinas de M. hyopneumoniae com poucos cédons TGA,
sequéncias hidropéticas e possivelmente envolvidas na patogénese deste agente;
(2) Padronizacdo e avaliacdo da eficiéncia de um método de mutagénese sitio-
dirigida para substituicdo de codons TGA para codons TGG, visando a expressao de
novos antigenos de M. hyopneumoniae em sistemas heterdlogos; (3) Clonagem dos
genes, mutados e n&do-mutados em vetores de expressdo em Escherichia coli,
expressdo e purificacdo das proteinas recombinantes através de cromatografia
liguida de afinidade; (4) Avaliacdo da imunogenicidade e da antigenicidade das
proteinas recombinantes através da associacao de diferentes técnicas imunoldgicas,
buscando selecionar alvos com potencial para uso como vacina de subunidade e/ou
imunodiagnastico.

Inicialmente € apresentada uma revisao bibliografica sobre M. hyopneumoniae,
objeto de estudo dessa Tese de Doutorado (artigo 1). Nesta revisdo foram
abordados aspectos gerais deste agente, especialmente quanto a biologia e
patogenia, as implicagcbes quanto a infeccdo causada por este patdgeno, 0s

meétodos de deteccdo e as medidas profilaticas usadas no controle desta doenca.
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Discutimos também as novas abordagens vacinais que estdo sendo desenvolvidas
para o controle da PES. O artigo sera submetido ao periédico Ciéncia Rural .

O artigo 2 descreve a otimizacdo de uma técnica de mutagénese sitio-dirigida
para a substituicdo de codons TGA por TGG, visando a expressao de genes de M.
hyopneumoniae em E. coli. Quatorze genes tiveram pelo menos um cédon TGA
substituido eficientemente por TGG, permitindo a expressdo das proteinas
codificadas por estes genes em E. coli. Este trabalho foi submetido no periédico
Applied Microbiology and Biotechnology.

Sessenta e trés fragmetos génicos de M. hyopneumoniae que codificam para
proteinas com potencial para uso como vacina de subunidade ou antigenos para uso
em testes de diagndstico foram selecionados, amplificados por PCR e clonados em
vetores de expressdo em E. coli. Trinta e conco proteinas recombinantes foram
purificadas por cromatografia liquida de afinidade. Estes resultados estdo descritos
no artigo 3, o qual sera submetido no periédico Protein Expression and
Purification .

O artigo 4 descreve a caracterizacdo imunolégica de 34 proteinas
recombinantes de M. hyopneumoniae. Com a utilizacdo de diferentes técnicas
antigénicas e imunogénicas foi possivel selecionar as proteinas recombinantes de
acordo com o seu potencial para uso como vacina recombinante e/ou teste de
imunodiagnostico. Este artigo sera submetido no periddico Veterinary
Microbiology . Os artigos estdo compilados na formatacao exigida por cada um dos

periodicos cientificos em que serao publicados.
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Mycoplasma hyopneumoniae: do genoma ao desenvolvimento de vacina

Mycoplasma hyopneumoniae: from the genome to vaccine development

Simone Simionatth Silvana Beutinger MarchiotpOdir Anténio Dellagostih

REVISAO BIBLIOGRAFICA

RESUMO

Mycoplasma hyopneumoniae, 0 agente etiologico da Pneumonia Enzodtica Suina
(PES), € um importante patdogeno na producdo mumtiabuinos. A vacinacdo é uma
estratégia efetiva para o controle e prevencdoaddsenca. Apesar dos esforcos para
controlar a infeccdo dM. hyopneumoniae, perdas econdmicas significativas na producao
mundial de suinos devido a PES continuam. Os esldtde pesquisas baseada no genoma
podem ajudar no entendimento da biologia e da patagioM. hyopneumoniae, colaborando
para o desenvolvimento de vacinas e testes sotokgnais eficazednvestigacdo dos
mecanismos de patogenicidade, bem como dos mételodeteccdo atuais para M.
hyopneumoniae foram examinados nessa revisdo. Também foram aiasuas novas vacinas

contra a PES em desenvolvimento usando a tecnalegiaminada vacinologia reversa.

Palavras-chave:Mycoplasma hyopneumoniae, genoma, vacinas

! Laboratério de Biologia Molecular, Centro de Bimtelogia, Universidade Federal de Pelotas, Campus
universitario S/N; Cx Postal 354; 96010-900; Peaota RS; Brasil. Autor para correspondéncia:
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ABSTRACT

Mycoplasma hyopneumoniae, the etiological agent of Swine Enzootic Pneumonia
(EP), is an important pathogen in the swine pradacivorldwide. Vaccination is one cost-
effective strategy for controlling and preventidntlus disease. Despite the efforts to control
M. hyopneumoniae infection, significant economic losses in pig protion worldwide due to
EP continue. The results of genome-based reseaudd telp in the understanding of the
biology and pathogenesis M. hyopneumoniae, contributing for the development of more
effective vaccines and serological tests. Investiga on pathogenicity mechanisms as well
as current detection methods for tfie hyopneumoniae were examined in this review. Also,
the new vaccines against EP under development ukengeverse vaccinology technology

were discussed.

Key words: Mycoplasma hyopneumoniae, genome, vaccine

INTRODUCAO

A suinocultura brasileira ingressou em uma fase edpansdo, resultante da
incorporacdo de um avancado aporte tecnoldgico ue sg refere & sanidade, genética,
nutricdo e manejo, consolidando-se como uma dasladies mais dinamicas dentro do
complexo agroindustrial do pais. Esse crescimentwtédo quando se analisam varios
indicadores econOmicos e sociais, como volume g®réacdes, participagdo no mercado
mundial, e nimero de empregos diretos e indire®sgjuais impulsionam o desenvolvimento
interno do pais. A Regido Sul do Brasil possui ni&s45% do rebanho nacional e o Rio
Grande do Sul é o segundo estado maior produt@made suina, perdendo apenas para o

estado de Santa Catarina (IBGE, 2008).
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As doencas respiratorias constituem um dos maioriampes problemas de saude
associados a producdo suina. Mycoplasma hyopneumoniae € 0 agente primario da
Pneumonia Enzootica Suina (PES), uma doenca resfararonica em suinos. Esta infeccao
€ altamente prevalente em quase todas as areastipasde causa significativas perdas
econbmicas (ROSS, 1999). Kb. hyopneumoniae é considerado também um dos agentes
primarios envolvidos no complexo de doencas repies de suinos (PRDC) (THACKER,
2006).

O isolamento daVl. hyopneumoniae € extremamente dificil devido ao crescimento
lento e a interferéncia de outros micoplasmas. patégeno compromete a integridade dos
cilios do epitélio respiratorio dos suinos, destini o principal mecanismo de defesa
inespecifico desses animais, predispondo-os asciids secundarias e oportunistas (ROSS,
1999). Danos nas células epiteliais podem ser dasdambém pela toxicidade dos produtos
do metabolismo do micoplasma, como o peroxido deobénio e radicais de superéxido
(RAZIN et al., 1998). O principal sinal clinico dRES € tosse cronica e ndao produtiva que
normalmente aparece entre 10 a 16 dias apos a@ufezxperimental. Porém, esse periodo
pode variar em condicbes de campo. Lesdes maclioasdpdo observadas de 12 a 14
semanas apos a infeccdo e consistem em areas @grpora a cinza no pulméo (ROSS,
1999).

Sinais clinicos e lesdes podem ser usados paraiagmdstico presuntivo, porém
testes laboratoriais sdo necessérios para o diggma@onclusivo da doenca (THACKER,
2004). Embora cultura ddl. hyopneumoniae é descrita como o padréo ouro, ela ndo é usada
como rotina de diagndstico. Este agente pode sectddo direto ou indiretamente através de
imunofluorescéncia, sorologia e Reacdo em Cadei®almerase (PCR) (MAES et al.,

2007).
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A vacinacao é um componente importante no conttateinfec¢cdes causadas pklo
hyopneumoniae. No entanto, as vacinas disponiveis no mercado aéternmas cujo principal
efeito esta relacionado com a diminuicdo das legidsionares e melhora nas taxas de
conversao alimentar (MAES et al., 199), porém n@wseguem controlar o estabelecimento
da PES (THACKER et al., 1998). Além disso, apremantlevado custo de producéo devido
ao crescimento extremamente fastidiosovitro deste agente (KOBISH & FRIIS, 1996).
Neste trabalho de revisdo iremos discutir caratieas davi. hyopneumoniae relacionados a
infeccdo, dando énfase as estratégias de vacimpg@iovem sendo propostas na era pos-

gendmica e que buscam o controle mais eficaz dacdoe

1. Etiologia

M. hyopneumoniae € 0 agente etioldégico da PES, uma doenca respaatédnica
muito frequiente entre os plantéis de suinos (RQS®). OM. hyopneumoniae pertencem a
Classe Mollicutes, ordem Mycoplasmatales, familia Mycoplasmataceae e género
Mycoplasma. A nomenclatura é relacionada a auséncia de pasddiar e do peptideoglicano
(WALKER, 2003). A auséncia da parede celular projpora um pleomorfismo as células do
micoplasma, podendo variar de esférico a baciifjlamentoso a helicoidal. O diametro da
forma esférica varia de 0,3 a Q8 e possui uma membrana trilaminar simples comptesta
proteinas, glicoproteinas, glicolipideos, fosfalgms e colesterol, este ultimo responsavel
pela rigidez e estabilidade osmética da membranaugéncia de parede celular favorece
também a passagem desses microrganismos por mexalm@m porosidade de até 0,22 pm.
A maioria dos micoplasmas cresce lentamente em deicultivo e as colonias tornam-se
visiveis apdés 2 a 3 dias de incubacdo, aumentaed®,26 a 1 mm de didmetro em
aproximadamente 10 dias. As células do micoplasonant-se pelas técnicas de Giemsa,

Castefneda, Dienes e azul de metileno. As condigéass de cultivon vitro s&o: temperatura
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de 37 °C, pH 7,5, atmosfera com 5 a 10% de (RIDSS, 1999). Os micoplasmas possuem
alta sensibilidade a detergentes e alteracfes ms®.OPor outro lado, sdo naturalmente
resistentes a antimicrobianos que interferem nasdnda parede celular, como por exemplo,
0 grupo das penicilinas (RAZIN et al., 1998). Apada existir diferencas fundamentais entre
0S micoplasmas e outras bactérias, sinais de Egulda expressdo de genes e muitos outros
aspectos da biologia molecular dos micoplasmas ss@dares ao das bactérias Gram
positivas. Os micoplasmas evoluiram de bactéri@anGositivas, especialmente no que diz
respeito aquelas bactérias com DNA contendo bamateddo G+C. Os micoplasmas
compartiiham um ancestral comum conClostridium, Bacillus, Enterococcus,
Saphylococcus, Streptococcus e Lactobacillus. Filogeneticamente a clasddollicutes é
relacionada aos génerGostridium, Sreptococcus e Lactobacillus (DYBVIG & VOELKER,
1996).

Os micoplasmas sdo 0s menores microrganismos plitarges de vida livre
conhecidos, possuem genomas pequenos (580 a 1356 &bm alto contedudo de A+T
(aproximadamente 70%). M. hyopneumoniae possui 72% de A+T na composicao de seus
genes. Em funcdo do reduzido genoma, apresentarabafistno e vias biosintéticas
limitadas. Por exemplo, os micoplasmas n&o possiserotas de producao de parede celular e
de biosintese de purinas, do ciclo do acido triwdiizo, do sistema de transporte de elétrons
mediado por citocromos (DYBVIG & VOELKER, 1996). @sequentemente, 0 seu cultivio
vitro torna-se bastante fastidioso, sendo que a mai@saedpécies nunca foi cultivada
(RAZIN et al.,, 1998). OM. hyopneumoniae é cultivavel in vitro, porém exige meio
enriquecido com soro de suino e geralmente € adiivem meio Friis (FRIIS, 1975). No
entanto, seu cultivo e isolamento sdo fastidiosossumindo tempo, e frequentemente néo
sdo bem sucedidos (THACKER, 2006). Além da suacteriatica fastidiosa, seu isolamento

torna-se dificil devido a frequiente contaminacd@uateos micoplasmas comoMycoplasma
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hyorhinis (presente no trato respiratério dos suinddycoplasma flocculare (espécie nao-
patogénica que apresenta semelhancas em relagddaogia, crescimento e antigenicidade
aoM. hyopneumoniae). Este fato, somado ao seu crescimento pobreregecaxcessivamente
a producéo de vacinas preparadas com bactériasmteativadas (bacterinas), que séao as
utilizadas no controle da PES (ROSS, 1999).

A natureza fastidiosa dos micoplasmas e a falsislemas genéticos para conhecer as
suas estruturas e funcdes, tém dificultado os psosepara entender a sua biologia. No
entanto, os micoplasmas tém complexos sistemascdenbinacdo capazes de gerar uma alta
taxa de diversidade antigénica (DYBVIG & VOELKER)9b). A heterogeneidade genética
entre as cepas dd. hyopneumoniae ja foi demonstradatravés de técnicas como teste de
inibicdo do metabolismo, digestdo com enzimas di&icdo e PCR (DESROSIERS, 2001).
VICCA et al. (2003), descreveram que ha diferengaperfil de bandas entre cepas de
moderada e alta viruléncia quando comparadas @ cpdaixa viruléncia. A existéncia de
variabilidade protedmica entre isoladosMiehyopneumoniae de diferentes rebanhos também
ja foi descrita (CALUS et al., 2007). A andlise 22 VNTARs {ariable number of tandem
aminoacid repeats), provenientes de 12 CDSs (seqUéncias codificajlalia cinco cepall.
hyopneumoniae, foi capaz de determinar variacdes antigénicadratesis destas proteinas,
com implicacdes em aspectos funcionais e assocepatgenicidade dd. hyopneumoniae
(CASTRO et al., 2006).

Outro aspecto marcante titycoplasma sp € a utilizagdo do codigo genético ndo usual
(RAZIN et al., 1998). O aminoacido triptofano ndcagificado pelo TGG como na maioria
dos organismos vivos, mas por TGA, o qual é um e@#oterminacdo em outros organismos.
Essa diferenca no cédigo genético tem implicac@é@scps quando genes do micoplasma séo
clonados e expressos em sistemas heterélogos.adanga de codons TGA, a traducdo de

proteinas do micoplasma termina prematuramentedgugenes clonados sdo expressos em
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outras bactérias, como Escherichia coli. Consequentemente, a clonagem de gened.de
hyopneumoniae expressando o cédon UGA para estudos da funcatasdgsoteinas,

normalmente é evitada.

2. Epidemiologia

A PES é uma doenca multifatorial caracterizada ljgoxa mortalidade, porém alta
morbidade, causando significativas perdas econ@mdevido ao aumento no uso de
medicamentos e ao decréscimo do desempenho dosss(RDSS, 1999). As perdas
econdmicas decorrentes podem chegar a 20% solmrevarsdo alimentar e até 30% sobre o
ganho de peso (SOBESTIANSKY et al., 1999). Embarianais de todas as idades sejam
susceptiveis a infeccéo pigr hyopneumoniae, a doenca é comumente observada em animais
na fase de crescimento e terminacdo, sendo poaqgddnte em animais com menos de 6
semanas de idade (SIBILA et al., 2008). No entamto,rebanhos com baixa imunidade, a
doencga pode afetar leitbes com duas semanas de, idath como animais em fase de
reproducédo (STARK, 2000).

O M. hyopneumoniae pode ser introduzido no rebanho de duas formasa pel
transmissao direta através do contato com secregdiato respiratério de suinos infectados
e, indireta principalmente através de aerossoigeacilios contaminados. Uma vez no
rebanho, o agente é transmitido entre os animeasést de goticulas geradas por tosse ou
espirro, ou se propagar através de contato difetmfeccdo disseminada de forma direta
pode ocorrer horizontalmente (de um animal infextpdra um néo infectado) e também
verticalmente (das porcas para seus leitdes) (RIEtLal., 2008). As matrizes de primeira
cria ou com numero reduzido de partos, possuenodaikeis de anticorpos e excretam mais
micoplasmas do que as matrizes com maior numergedacdes (MAES et al., 1996). O

contato direto é considerado a principal forma rd@smisséo, no entanto a disseminacao
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através de aerossois vem sendo considerada un@oté@acial de contaminacdo dentro do
plantel e entre plantéis diferentes (BARGEN, 2004).

As caracteristicas de transmissdo, associadasra@wvera ambientais e de manejo,
favorecem a ocorréncia e severidade da PES. Agadecausada pdi. hyopneumoniae tem
ampla distribuicdo geografica. Estudos realizadonslderentes paises indicam que as lesbes
sugestivas da PES ocorrem de 30% a 80% dos swatdas. Na regido Sul do Brasil, que
representa cerca de 80% do abate nacional, comstat@ue 55% dos suinos ao abate
apresentavam lesdes sugestivas de PES e 100%ldodhos examinados estavam afetados
(SOBESTIANSKY, 1999). Dados semelhantes foram descpor MAES et al(1999) que
relataram ter mais de 90% dos rebanhos belgastadfes porM. hyopneumoniae. VICCA
(2002) avaliou o0 modelo das infec¢bes causadadpdiyopneumoniae em cinco rebanhos
com infeccéo subclinica e inadequadas condicOesaejo, cinco clinicamente infectados e
adequadas condicbes de manejo. Este trabalho wevple a porcentagem de suinos
soropositivos nas infec¢des clinicas aumentou deeB#@nimais com nove semanas, para
52% em animais com 18 semanas. Nos rebanhos cestau subclinica a porcentagem de
animais positivos aumentou de 2 para 24%, na mésixe etaria. Este estudo demonstrou
que a soroprevaléncia foi maior em rebanhos comc@do clinica e que a maioria dos
animais se infecta quando jovens. Sugerem també&nfgtores adicionais as condi¢des de
alojamento e manejo, como diferencas entre as cgpdd. hyopneumoniae circulantes,

podem determinar o modelo da infecg&o e o curatcolda infecgéo.

3. Patogenia
O M. hyopneumoniae apresenta estreita especificidade quanto ao hadspede
infectando uma Unica espécie, a suina. O periodoaldacdo varia de 10 a 16 dias, sob

condi¢cdes experimentais. Ao colonizar as célulateleps respiratorias causam reducao da
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atividade ciliar do epitélio respiratorio, ciliosta e perda dos cilios (ROSS, 1999),
predispondo os animais a infec¢cdes secundariaoruopstas. Danos nas células epiteliais
podem ser causados também por toxicidade modemg@eodutos do metabolismo, como o
peroxido de hidrogénio e radicais de superéxido ZRAet al.,, 1998). Embora d/.
hyopneumoniae € considerado patogeno respiratorio, estudos texereportaram o
isolamento deste agente de 6rgdos de suinos iddscéxperimentalmente como figado, baco
e rim (MAROIS et al., 2007). Este resultado suggque a infeccdo causada peld.
hyopneumoniae nao é restrita ao aparelho respiratério e mersiteles futuros.

Micoplasmas patogénicos utilizam um mecanismo d®geaicidade complexo,
envolvendo adesdo e colonizacdo, citotoxidade, etig§p por substratos, evasdo e
modulacao da resposta imune do hospedeiro. Essessgos ndo sdo medidos através de um
anico efeito, mas pela expressao de multiplos posdgénicos (adesinas, receptores para
nutrientes, mitdégenos, intermediarios metaboli¢B)SS, 1999). A patogenia das cepas de
M. hyopneumoniae esta relacionada a capacidade de adesdo aosdul@stélio respiratorio
de suinos (ZIELINSKI & ROSS, 1993). A adesina P@7Ml hyopneumoniae reconhece
receptores presentes nos cilios das células epstefiespiratorias dos suinos, sendo
considerada um fator de patogenicidade (ZHAN ¢t18l95). A porcdo C-terminal da P97,
identificada como R1, é responséavel pela ligacée eitios. Porém, outros fatores ou
proteinas adicionais sdo também necessarios padaréncia aos cilios (HSU & MINION,
1998). A proteina P102 faz parte do mesmo operdP9dae embora a sua expressao pareca
ndo estar associada a ligacdo do patdgeno aos, @btudos sugerem que a P102 pode ter
uma importante funcdo na viruléncia uma vez queptessa “in vivo” durante a infeccdo
(ADAMS et al., 2005).

Outro evento importante da patogénesdidbyopneumoniae sao fatores mitogénicos

para linfécitos, os quais alteram a funcdo dos défagos alveolares e causam



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

27

imunossupressado (ROSS, 1999). Entretanto, os na@u®f alveolares e linfocitos,
estimulados pelavl. hyopneumoniae, produzem citocinas proé-inflamatérias responsaveis
pelas lesbes pulmonares e pela hiperplasia linfREODRIGUEZ et al., 2004). Esta
caracteristica sugere o envolvimento da respostmenmo desenvolvimento das lesdes, ao
invés do efeito toxico direto causado pelos comptasecelulares deste microrganismo. Os
micoplasmas séo capazes de ativar a mitose decitvdoB e T, escapando das defesas
naturais do hospedeiro fixando-se firmemente a saaespiratéria. Sua localizacdo no
limen pode explicar a dificuldade de eliminacdoadente. Algumas espécies patogénicas
utilizam a maquinaria genética para alterar antgele superficie através da variacdo de fase,
da variacdo do tamanho e do mascaramento de epittg@roteinas de superficie. Dessa
forma, estes microrganismos conseguem desviapagsesimune do hospedeiro e estabelecer
a infeccao crbénica (RAZIN et al., 1998).

Com o sequenciamento da cepa patogénica 23Mdéyopneumoniae, foram
identificados genes para proteases, para lipopaggB,5% do genoma) e para adesinas, 0s
guais provavelmente contribuem na patogenia do tagéMINION et al., 2004). As
lipoproteinas sé@o os principais componentes de marabdos micoplasmas e normalmente
sofrem uma variacdo antigénica frente a respostaendo hospedeiro (RAZIN et al., 1998).
Os dados gerados com o seglenciamento e a andligga@tiva de duas cepas e
hyopneumoniae, uma patogénica (7448) e outra ndo-patogénicaddnitiram a identificacéo
de regides cepa-especifica que podem estar redatEen com a patogenicidade
(VASCONCELOS et al., 2005). Proteinas especificameatonhecidas durante a infeccéo
por M. hyopneumoniae tém sido descritas (CHEN et al., 2003, 2008; SCHM#D al., 2004;
MEENS et al., 2006) e podem desempenhar uma immgertéuncao fisiolégica e/ou

patogénica. Porém, estudos adicionais sdo neaessatia elucidar o papel destes antigenos
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durante a infeccdo, bem como dos mecanismos edweslvina patogenia dadM.
hyopneumoniae.

A andlise minuciosa do genoma de trés cepas ((44832) deM. hyopneumoniae
(MINION et al., 2004; VASCONCELOS et al., 2005)vedou a presenca de um provavel
elemento integrativo conjugativo (EIC) presente dasas cepas patogénicas (7448 e 232) e
ausente na cepa nao patogénica (J). Os resultagesem que o EIC é um DNA movel e
provavelmente envolvido em eventos de recombinggi@tica e na patogenicidade deste

patogeno (PINTO et al., 2007).

4. Sinais clinicos e lesbes

O sinal clinico caracteristico da PES é tosse mé@ocaprodutiva, principalmente em
suinos em estagio final do ciclo produtivo. Sintencamo febre, anorexia e dificuldade na
respiracdo podem ocorrer na presenca de co-infeog@ooutros patdogenos. O ataque de
tosse, embora gradual, pode ser inconsistente artensidade variavel dependendo da dose
infectiva doM. hyopneumoniae. Para identificar suinos com tosse ndo produtiviesesao
observados por um longo periodo de tempo e endas@o movimento (VICCA et al., 2003;
MAROIS et al., 2007).

Muitos animais ndo manifestam sinais clinicos apase porém podem apresentar
retardo no crescimento (KOBISCH, 1996). Em promdss nas quais 0s animais sao
acometidos pela doenca é comum observar grandearidedes no desenvolvimento entre
leitdes da mesma faixa etéria (PIFFER, 1983). Nm@o, as lesdes macroscopicas da PES
sdo constituidas por zonas de consolidacdo. Narimalos suinos, as lesdes afetam apenas
por¢cBes dos lobos craniais e acessoérios, mas emssuiais intensamente afetados, as lesdes
podem envolver 50% ou mais das porgoes cranioaisndio pulméo. Os pulmdes afetados

nos estégios iniciais sdo vermelho-escuros e ndgies mais cronicos da doenga tém um
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aspecto cinza-palido homogéneo. Nos estagios imiaa medianos da doenca existe
geralmente um exsudato catarral nas vias aérea3l(DAN et al., 1998).

Microscopicamente, nos estagios iniciais da doem{merva-se perda de cilios,
esfoliacdo e discreto acumulo de neutréfilos aonrelds vias aéreas e dos alvéolos. Com a
evolucdo da doenca, ha um aumento de numero deitog nos tecidos peribronquiais,
perivasculares e na lamina propria das vias aémdasestagio crénico da doenca, ha
hiperplasia linféide, acimulo de células mononuelga inflamatérias e consequentemente,
espessamento dos septos interalveolares. Porladtrpcolapso alveolar, enfisema alveolar e
nodulos linféides podem ser observados em les6eesniucdo (ROSS, 1999). Essas lesfes
nao sao totalmente especificas da PES, porém s@&@mexnente sugestivas da doenca e, nos
casos em que ha complicacbes bacterianas, a efsudagtrofilica € abundante no interior

dos alvéolos, dos bronquiolos e dos brénquios (SSTBENSKY et al., 1999).

5. Diagndstico

Véarias metodologias sdo usadas para monitorar ecgab causada peli.
hyopneumoniae. Sinais clinicos e a presenca de lesdes séoadiilsz como diagnostico
presuntivo da PES, no entanto testes laboratosas necessarios para o diagnostico
conclusivo. Embora a cultura db. hyopneumoniae seja descrita como padrdo ouro, a mesma
nao é utilizada como rotina de diagndstico (SIBktAal., 2008). O isolamento em meio Friis
é dificil devido a baixa taxa de crescimento dgstggeno (FRIIS, 1975). Além disso, a
presenca de outros micoplasmas ou de outras lzectgode impedir o crescimento Nb
hyopneumoniae, tornando ainda mais dificil o isolamento em aalsupuras, provenientes de
amostras de campo. Dessa forma, o insucesso remisoto doM. hyopneumoniae sob
condi¢des de campo, ndo é um critério que podesselo para confirmar ou negar a presenca

deste agente no rebanho (THACKER, 2004).
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Testes sorologicos sdo comumente utilizados pardtonar o “status” sanitario dos
rebanhos. A deteccdo de anticorposMehyopneumoniae pode ser realizada através de
ELISA, um método automatizado rapido que forneéerimacdes Uteis quanto a presenca de
anticorpos derivados maternalmente ou adquirid®BI(8 et al., 2008). Atualmente os mais
utilizados sdo ELISA de bloqueio (IDEVycoplasma hyopneumoniae EIA kit, Oxoid) e dois
tipos de ELISA indireto (HerdCheck, IDEXX e Tweef-ELISA). Estudos comparativos
reportaram divergéncias quanto a sensibilidadepecédgidade destes kits (SORENSEN et
al., 1997; STRAIT et al., 2004; ERLANDSON et alQ08). A associacao de outros testes,
como Western blot, pode ser usada para confirmar os resultados dingrg obtidos no
ELISA (AMERI et al., 2006). No entanto, além da igsgéo nos resultados do ELISA
dependendo do protocolo utilizado (ERLANDSON et @D05) outras desvantagens dos
testes soroldgicos ja foram descritas: incapaciddelediferenciar a infeccdo natural da
vacinacdo; variacdo na deteccdo de anticorpos ithakizpor diferentes cepas dd.
hyopneumoniae (STRAIT et al., 2004); significante variabilidade tempo que os animais
levam para soroconverter (SORENSEN et al., 1990RENSEN et al. (1997) e
ERLANDSON et al. (2005) relataram que os kits canaés de ELISA tém alta
especificidade, porém uma baixa sensibilidade opguale resultar num alto niamero de falsos
negativos dentro do rebanho, além de dificultar imgrmbstico individual dos animais.
Portanto, é necessario cuidado quando se usa someptrologia para determinar a auséncia
deste agente no rebanho. Estes dados justificanecassidade do desenvolvimento de
métodos de diagndéstico mais eficiente que possaerauestas dificuldades.

OKADA et al. (2005) utilizou um anticorpo monocldnanti-P46 e a proteina
recombinante P46 em um ELISA duplo-sanduiche. Qe tdei especifico paraM.
hyopneumoniae. Porém € necesséario avaliar se o0 teste é capalifetenciar anticorpos

induzidos pela vacina de animais infectados nateate. Um ELISA indireto utilizando
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como antigeno a regiao N-terminal e C-terminal €@ @i proposto. No entanto, somente a
regido C-terminal foi considerada adequada paracosw sorodiagnoéstico (JAN & KIM,
2007). Apesar da importante contribuicdo destasglest € fundamental que outros antigenos
de M. hyopneumoniae também sejam testados, buscando o desenvolvinadmtoestes
diagndsticos mais sensiveis e especificos paratoot® mais efetivo da PES.

PCR tem sido descrito como a técnica mais sengiae deteccdo de infeccdes
causadas pelt. hyopneumoniae (CALSAMIGLIA et al., 1999). Diferentes variacbes da
técnica, bem como a utilizacédo de diferentes a@deram descritos (VERDIN et al., 2000;
CARON et al., 2000; KURTH et al., 2002; DUBOSSONakt 2004; STAKENBORG et al.,
2006; CAl et al., 2007; STRAIT et al., 2008). O wmPCR para o diagnostico da infeccao
natural a partir de swab nasal foi descrito commas promissor, uma vez que houve
correlacéo entre a deteccdo do DNAMohyopneumoniae e a presenca de lesbes da PES
(SIBILA et al., 2004; 2007b). O teste ideal seruele rapido, com baixo custo, capaz de
detectar o patégeno durante o curso da doencactwm animais portadores e, portanto apto

a fornecer dados para uso na implementacéo de asedécontrole.

6. Medidas de controle da PES

A infeccdo causada peM. hyopneumoniae pode ser controlada através da soma de
véarios fatores como a otimizagéo de préaticas deejnande condi¢cdes de alojamento, uso de
antimicrobianos e vacinacdo. A melhoria nas pratd=mmanejo é primordial para o controle
da infeccdo causada peld. hyopneumoniae e a primeira medida que deve ser tomada. O
sistema de producéaasl-in, all-out (AIAO) € o mais indicado para o controle da PE&jpe
ele interrompe o ciclo de transmissédo do patégema putros suinos jovens (MAES et al.,
1999). Além disso, a mistura de suinos é fontestiegse para 0s animais 0 que aumenta a

probabilidade de transmissdo de doencas. Rebarmmssistemas de producédo fechados
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apresentam imunidade mais estavel. O risco de tdédesacdo da imunidade dos rebanhos
aumenta na compra de animais, especialmente questde sdo provenientes de diferentes
fontes. Além disso, é fundamental conhecer o stdngario do rebanho de onde os animais
sao provenientes (AMASS & BAYSINGER, 2006).

A reducao na densidade de suinos nos diferenteggi@sta producéo tem reduzido os
nameros de doencas respiratorias. Uma superlotdg&oinos pode aumentar a transmissao
de patdgenos respiratorios e de estresse, deixam@dmimais mais susceptiveis a doencas
infecciosas. Porém, numa criacado intensiva a baexesidade de suinos € economicamente
inviavel. Portanto, é recomendavel encontrar aidade apropriada para o status sanitario do
lote capaz de maximizar o retorno financeiro (MAd@l., 2007).

A prevencdo de outras doencas como as do complexdoencas respiratérias de
suinos (PRDC) contribuem para o controle da infecc@usada peldl. hyopneumoniae.
Estudos demonstraram que a infeccdo simultane®R®C aumenta significativamente os
niveis de anticorpos em resposta Mo hyopneumoniae, enquanto diminui a eficacia das
vacinas (THACKER et al., 1999). Outras medidas cal®dioseguridade (BATISTA et al.,
2004) e melhoria nas condicbes de alojamento (GOMY& al.,, 2006), séo fatores
importantes a serem observados para obter rebamissaudaveis.

Antimicrobianos como tetraciclinas e macrolideos $&quentemente usados no
tratamento de doencas respiratorias como a PE8ni&rabianos ou a combinagéo destes sédo
ativos também contra bactérias secundéarias queasenégmente complicam a infeccdo
causada peloM. hyopneumoniae (VICCA et al.,, 2004). Suinos tratados com alguns
antimicrobianos tiveram um melhor desempenho e¢@ulnos sintomas clinicos e lesdes no
pulmdo (VICCA et al., 2005). Porém, os sintomasddanca podem aparecer quando o
tratamento for interrompido. A medicag¢do continuapor longos periodos, durante um ou

mais estagios de producdo, aumentam o risco denddggnento de resisténcia ddl.
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hyopneumoniae além de haver um possivel risco de residuos dmiardbianos nas carcacas
de suinos ao abate (LE GRAND E KOBISCH, 1996). Apatos beneficios com o uso de
antimicrobianos no controle das infec¢cdes causpdesM. hyopneumoniae (THACKER et

al., 2004), essa pratica parece nao ser a maisrgégpara obter rebanhos livres ou com PES

controlada.

7. Vacinas

Nem a medicagdo preventiva e nem a vacinagao pau@edir a aderéncia dul.
hyopneumoniae as células ciliadas do trato respiratorio (THACKERal., 1998, 2000a;
MAES et al., 1999; MOREAU et al., 2004). O uso efigiéncia da vacinagcdo como medida
de controle e erradicacdo da PES é frequentemitigtida. O efeito da vacinagcdo em suinos
jovens é demorado, ao contrario dos antimicrobi@ugs efeito é imediato. Outras infeccdes
bacterianas secundarias, normalmente causadaBapurella multocida e Acninobacillus
pleuropneumoniae, ou lesées de pulméo causadas por esses patogénokeguentemente
encontrados depois da vacinagao contrsl.chyopneumoniae (MEYNS et al., 2006). No
entanto, a vacinacao € considerada umas das gratias efetivas no controle da infeccao
causada pel®. hyopneumoniae (MATEUSEN et al., 2002; MEYNS et al., 2006).

As vacinas disponiveis comercialmente sdo compg&taseélulas inteiras inativadas
de M. hyopneumoniae administradas com adjuvantes. Estas preparac@emsadialmente
utilizadas no controle das infec¢cbes causadas ptar gatdogeno. O principal efeito da
vacinacdo inclui diminuicdo dos sintomas clinicoeducdo no tamanho das lesdes
pulmonares e melhoria no desempenho dos suinobqg@ghlnpeso diario e taxa de converséo
alimentar) (MAES et al., 1999). No entanto, as &acas fornecem apenas uma protecéo
parcial e ndo previnem a colonizacdo do organismdACKER et al., 1998, 2000a). As

vacinas comerciais usadas atualmente podem redun@mero de organismos no trato
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respiratorio (MEYNS et al., 2006) e consequentemeatnivel de infeccdo nos rebanhos
(SIBILA et al., 2007a). Os efeitos benéficos m&@nda vacinacdo sado atingidos varios
meses depois da administracdo (HAESEBROUCK e2@04). Embora esta pratica diminua
significantemente os sintomas clinicos e as lepaémonares nos suinos, foi obtida apenas
uma reducao limitada e nao significativa na trasséo deste agente (MEYNS et al., 2006).
Estes achados reforcam a idéia de que s6 a vacimgga € suficiente para eliminarM.
hyopneumoniae de rebanhos de suinos infectados.

O mecanismo exato de protecdo conferido por esetednas ndo esta totalmente
esclarecido, entretanto estudos sugerem que osous de mucosa e resposta imune
sistémica mediada por células sdo importantes mtrate da doenca (THACKER et al.,
2000a). Porém, a correlacdo entre a producao deogrus locais especificos e a protecao
contra a pneumonia ainda ndo foi esclarecida. kxpetos de desafio em suinos
demonstraram que a concentracdo de anticorposatw respiratorio de suinos ndo esteve
relacionada a protecdo contra a pneumonia (DJORBIJEY al., 1997; THACKER et al.,
1998).

As vacinas comerciais também induzem anticorposoéfgos no soro, no entanto a
resposta sorologica pode ser diferente entre daass(THACKER et al., 1998) e a taxa de
soroconversao entre 0s animais pode variar deé3008% (SIBILA et al., 2004). A presenca
de anticorpos no soro também né&o foi correlaciorzag@otecdo contra a infeccdo causada
peloM. hyopneumoniae (DJORDJEVIC et al., 1997; THACKER et al., 1998gd3a forma, a
presenca e a concentracdo de anticorpos locaie earo ndo é a forma mais apropriada para
avaliar a imunidade protetora. Embora a vacinagidira efeitos benéficos em lotes de
suinos infectados, estes efeitos costumam varieg es rebanhos. A reducéo na eficiéncia da
vacinacdo pode ser resultado da variabilidade efieeentes isolados dd. hyopneumoniae

(CALUS et al., 2007).
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8. Desenvolvimento de novas vacinas

Além da limitada protecdo conferida pelas bactsrieatas apresentam elevado custo
de producéo devido a dificuldade no cultivo o hyopneumoniae (KOBISCH & FRIIS,
1996). Dessa forma, ha necessidade do desenvoldrderuma vacina mais eficiente contra
a PES e com baixo custo. A tecnologia do DNA redoariie pode ser usada para superar
problemas encontrados com as vacinas convencidxaesar do genoma de trés cepad/ide
hyopneumoniae terem sido sequienciados (MINION et al., 2004; VEAMNCELOS et al.,
2005), poucos antigenos recombinantes, foram aeaslieomo candidatos a vacinas (KING et
al., 1996; FAGAN et al., 2001; CHEN et al., 200808). O genoma pequeno deste agente
bem como, o numero limitado de proteinas secretadade superficie, favorece o uso da
abordagem denominada vacinologia reversa (RAPPUZQ0,; CAPECCHI et al., 2004).
Porém, oM. hyopneumoniae ndo utiliza o cédigo genético universal (RAZINakt 1998).
Esta diferenca tem dificultado & expressédo de geeds hyopneumoniae contendo codons
TGA em E. coli, a espécie normalmente usada para expressar getelogos em
laboratério (NUC & NUC, 2006). Mutacdes pontuaipazes de substituir o TGA por TGG
tem sido a estratégia utilizada para contornar mstielema. Para tanto, varias metodologias,
incluindo kits comerciais, ja foram utilizadas, nsmsnente 5 genes dé. hyopneumoniae
haviam sido mutados até o ano de 2007. SIMIONATTCale (2008) descreveram a
otimizacdo de um protocolo de PCR para a mutag¢@odéiigida no codon TGA de genes de
M. hyopneumoniae. Utilizando esse protocolo, 14 genes tiveram o TGébstituido
eficientemente por TGG, o0 que possibilitou a clamag expressao destes genefenoli.

Pesquisas com novas abordagens vacinais vém serpmsfas, buscando o
desenvolvimento de vacinas mais eficientes no otentta PES, incluindo desde formulagbes

com alimento até vacinas de subunidade e de DNA(CEt al., 2001, 2003, 2006a, 2006b,
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2008; FAGAN et al., 2001; LIN et al., 2003; SHIMOSt al., 2003; CONCEICAO et al.,
2006; OKAMBA et al., 2007). A adesina P97 Ne hyopneumoniae € o antigeno mais
estudado e varios trabalhos utilizando diferentesdagens ja foram descritos. KING et al.
(1996) descreveram que uma vacina de subunidadenb&tante baseada na adesina P97 de
M. hyopneumoniae induziu protecéo, porém nao significativa em ssiidesafiados. Quando a
regido C-terminal da P97 (R1) foi fusionada a tax# de Pseudomonas, camundongos e
suinos imunizados com essa vacina de subunidadkiziram resposta imune especifica
composta por IgG contra a R1 (CHEN et al., 200HIMEJI et al. (2003) descreveram que a
cepa YS-19 atenuada @eysipelothrix rhusiopathiae expressando a regido a R1 da P97 foi
capaz de reduzir as lesdes da pneumonia no pulm&aidos imunizados por via intranasal
(IN), quando estes foram desafiados. Porém, naoldeervada resposta imune humoral ou
mediada por células. Camundongos imunizados oraénuamSalmonela typhimurium aroA
CS332 codificando a R1 da P97 (CHEN et al., 20@6a)subunidade R2 da ribonucleotideo
redutase (NRDF) d#&l. hyopneumoniae (CHEN et al., 2006b), produziram resposta imune
baseada em Thl, mas ndo foram capazes de indsgosta imune humoral ou de mucosa.
Porém, quando a NRDF foi expressa &mtyphimurium aroASL3261 somente resposta
imune de mucosa foi observada em camundongos (FA&AN, 1997). Essa construcéo foi
avaliada em suinos e foi capaz de reduzir as lgadleonares causadas pela PES (FAGAN
et al., 2001). CONCEICAO et al., (2006) descreverque uma vacina de subunidade
recombinante contendo a regido R1 da P97 fusioradabunidade B da enterotoxina
termolabil dekE. coli (rLTBR1), induziu em camundongos, anticorpos sigtés anti-R1 e de
mucosa (IgA). Quando a imunizacao foi IN a respastane induzida foi preferencialmente
Th1l e quando a via foi intra-muscular (IM) houvdugéo de resposta Th2 e de mucosa. Um
estudo mais recente demonstrou que camundongosizexas IN com um adenovirus

defeituoso expressando a regido C-terminal da P@dziu resposta imune sistémica
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Th1/Th2, bem como imunidade local (OKAMBA et alQ0Z). A diferenca no tipo de
imunidade induzida por estes antigenos pode skrentiada pela diferenca na construcao
vacinal, pela rota de imunizacdo, pelo dobramemoeto e/ou outra modificagcdo pos
traducional que pode contribuir na habilidade darmganticorpos pelo antigeno (PINTO et al.,
2007).

Varios experimentos com vacinas de DNA foram deskitos e a resposta imune
testada em camundongos (CHEN et al.,, 2003; CHEHNI.e2006b; CHEN et al., 2008).
Resposta imune significativa com vacina de DNA hdaena expressdo da proteina de
choque térmico P42 (CHEN et al., 2003) e com a NRRCHEN et al., 2006b) foi obtida em
camundongos. Cinco antigenos imunogénicodvidéyopneumoniae (P97, P97R1, NRDF,
P36 e P46), foram avaliados em camundongos commascde DNA e de subunidade
recombinante (CHEN et al., 2008). A analise no steocamundongos imunizados com
coquetel destes antigenos administrados como va@Bn®NA, revelou que somente 0s
antigenos P97 e P36 induziram IgG especifico no.sQuando estas proteinas foram
confrontadas com soros de camundongos imunizadasacbacterina comercial, somente a
P36 e P46 foram reconhecidas por anticorpos peseeste soro. Estes antigenos podem ser
expressos constitutivamente pé&b hyopneumoniae, o que explicaria este resultado. Estes
achados merecem maiores investigacdes, pois g@tese se confirmar, estes alvos podem
ser essenciais a sobrevivéncia do patdégeno e amersegente, alvos potencialmente
protetores para o uso no desenvolvimento de vackiada nesse estudo, a imunizacao IM
com coquetel de antigenos como vacina de DNA indresposta imune Thl e, a resposta
imune humoral pareceu ser antigeno dependente.ufiizacdo subcutdnea com o mesmo
coquetel de antigenos, mas como vacina de subwnidambmbinante induziu a resposta
imune humoral e Thl. Quando foi usada a combindedeacina de DNA e de subunidade,

ambas as respostas Th1l e humoral foram obtidasNGHi&l., 2008).
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Os estudos sugerem que estas abordagens vacindésn paepresentar novas e
promissoras estratégias para o controle da infeca@isada peldl. hyopneumoniae. No
entanto, precisam ser avaliadas em suinos sobg@@sdexperimentais e de campo. Destas
formulacdes, somente duas foram avaliadas em expetos de desafio em suinos cbn
hyopneumoniae (FAGAN et al., 2001; SHIMOQOJI et al., 2003), poré&nhuma delas foi mais
eficiente do que as bacterinas comerciais no dentda PES. Somente reduziram a
severidade das lesdes pulmonares. A identificac&maracterizacdo de novos antigenos
imunogénicos dd/. hyopneumoniae ird contribuir para o desenvolvimento de novasnas:

realmente efetivas no controle desta doenca, bemo de testes soroldgicos mais eficientes.

CONCLUSAO

O controle da PES pode ser obtido através da sanaados fatores como a
otimizacao de praticas de manejo e de condi¢cdedajemento, o uso de antimicrobianos e
vacinacdo. Embora estas medidas contribuam paralf@oria das condi¢cdes sanitarias do
lote, elas ndo garantem a auséncia da infeccaocadaupelo M. hyopneumoniae. O
sequenciamento do genoma Ne hyopneumoniae tem despertado interesse em buscar
metodologias mais eficientes para o monitoramertgongrole desta doenca. No entanto, para
o desenvolvimento de vacinas mais efetivas é fuedéeh que novos antigenos

iImunogénicos, capazes de induzir imunidade praesmjam identificados.
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ABSTRACT

Mycoplasma hyopneumoniae, the causative agent of porcine enzootic pneumonia
causes significant economic losses to swine pramuetorldwide. Vaccination is the most
cost-effective strategy for controlling and preventof this disease. The development of new
recombinant subunit vaccines is hampered by thsuaiicodon usage of this bacterium. To
express M. hyopneumoniae proteins in heterologous cells, mycoplasmal TGAJats
(tryptophan) need to be replaced with the universab codon. In this study we evaluated an
overlap extension-PCR method for site-directed genasis ofM. hyopneumoniae genes.
Primers carrying the appropriate TGA for TGG subsbn were used in a three round PCR.
The mutated genes were cloned into expression nee@nd sequenced to confirm the
mutation. Using this method, we have successfulbtaioed fourteen genes dfl.
hyopneumoniae mutated with up to three TGA to TGG substitutiosisnultaneously.
Expression of the mutated genesBEscherichia coli was achieved. The method was rapid,
simple and 100% efficient in introducing the dedirmutations in the A+T richM.

hyopneumoniae genes.

Key words:Mycoplasma, mutagenesis, overlap extension-PCR
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1 INTRODUCTION

Mycoplasma hyopneumoniae is the etiological agent of porcine enzootic pneniao
(EP), one of the most economically significant diseasdabte swine industry worldwide. The
disease is characterized by chronic nonproductvgle, retarded growth rate, and inefficient
food conversion (Ross 1999). Commonly used vacdmeEP control consist of inactivated
whole cells (bacterins). These vaccines are effacscagainsM. hyopneumoniae challenge
(Djordjevic et al. 1997; Thacker et al. 2000), Hotnot prevent colonization by the pathogen
or completely eliminate pneumonia (Haesebrouchk.&Q94). In addition, their preparation is
expensive because the growthMf hyopneumoniae in vitro requires a rich culture medium
and it is time consuming (Kobisch and Friis 1996).

A new and improved vaccine against EP is urgendgded. Recombinant DNA
technology could be used to overcome problems faancbnventional vaccines, however
only a few recombinant antigens have been evaluasedaccine candidates (Fagan et al.
2000; Chen et al. 2003; Conceicéo et al. 2006; Blextral. 2006), despite the fact that the
genome of threeM. hyopneumoniae strains has been sequenced (Minion et al. 2004;
Vasconcelos et al. 2005). The small genome sizetlaadimited number of secreted and
surface exposed proteins favor the use of the seveaccinology approach (Rappuoli 2001;
Capecchi et al. 2004). Howevédycoplasma sp. does not use the standard genetic code. The
amino acid tryptophan is not coded by TGG as intriagsig organisms, but by TGA, which
is a stop codon in other organisms (Razin et &8).9This difference prevents the expression
of M. hyopneumoniae genes containing tryptophan codonsEncoli, the species normally
used to express foreign genes in the laboratorg @Nuc, 2006).

Site-specific mutagenesis is a very important ioobenetic engineering. Deletion,
insertion and point mutations can be constructeditio by oligonucleotide-directed site-

specific mutagenesis (Plapp 1995; Peracchi 200¢¢ri@p extension is a powerful method
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for site-directed mutagenesis because it is fastple and efficient in the generation of
mutant products. The mutant DNA fragments are gaadrwith overlapping ends and
combined in a subsequent fusion reaction in whiehaverlapping ends anneal, allowing the
3' overlap of each strand to serve as primer ferhextension of the complementary strand
(Ho et al. 1989; Ito et al. 1991). The purpose hedf present study was to use an overlap
extension-PCR method for site-directed mutagenasisultiple M. hyopneumoniae genes.
The method was successfully used to replace TGA®§ codons, allowing expression of

the mutated genes i coli.

2 MATERIAL AND METHODS
Materials
Chemicals, Platinum Pfx DNA polymerase, T4 DNA ligase, 1kb DNA Marker

Ladder, restriction endonucleases, isopropylfiyid-galactoside (IPTG), Champion
pPET200D/TOPO, cloning straii. coli TOP10 and expression straih coli BL21(DE3)
Codon Plus RIL were purchased from Invitrog&aq DNA polymerase was obtained from
CENBIOT-ENZIMAS/UFRGS (Brazil). Primers were synsiteed by MWG-Biotech (USA).
The GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit, Geénomic Blood DNA Purification
Kit and DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencikij were obtained from GE
Healthcare.
Gene selection

Coding sequences (CDS) identified fromM. hyopneumoniae strain 7448 genome
sequence were analyzed by bioinformatics softw&ign@lP, Vector NTI 10). CDS that
coded for secreted or transmembrane proteins agsepted one, two or three tryptophan

codons were selected for this study.
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Primer design

Primers were designed based on khehyopneumoniae 7448 sequence (GenBé&hk
accession NC_007332), with the aid of Vector NTkb@ware (Invitrogen). The mutagenesis
procedure requires four oligonucleotides: two fiagkprimers, which are upstream (U) and
downstream (D) of mutation site; two mutagenic pnisy Forward (FM) and Reverse
mutagenic (RM) with at least 15 bp overlap betwadjacent fragments. The mutation should
be located in the middle of the mutagenic primermward flanking primer containedACC
corresponding to recognition sites for directiodaining inChampion pET200D/TOPO His-
tag expression vector. Flanking primers contaimgggriction sites for cloning in pAE vector
(Ramos et al, 2004) were also evaluated. The prsmguences used in this study are shown
in Table 1.
The mutagenesis method

Genomic DNA extraction oM. hyopneumoniae was performed with GFX Genomic
Blood DNA Purification Kit. Site-direct mutagenesigas performed by three-step PCR
procedure in order to replace TGA by TGG codonsgisin overlap extension-PCR method
(Ho et al. 1989). Briefly, in the first step, tworsiltaneous PCR reactions were performed.
One reaction was performed with a primer pair theluded the forward flanking primer and
the reverse mutagenic primer and the other reactotained the reverse flanking primer and
the forward mutagenic primer. The PCR reactionsewearried out with 50 ng oM.
hyopneumoniae genomic DNA, 0.2 mM dNTP, 2.5 mM Mg§£ 110 pmol of each primer, 2
units of Tag DNA polymerase and 1x reaction buffer in a 25-e&ation volume. For
amplification, a Mastercycler Gradient (Eppendavgs used with the following settings: 7
min at 95 °C followed by 30 cycles of 60 sec at°@5 60 sec at 50 °C and 60 sec at 72 °C
and then a final extension of 7 min at 72 °C. Ti@RPproducts were submitted to a 1%

agarose gel electrophoresis and recovered by usiegGFX PCR DNA and gel band
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purification kit, according to the manufacturensstructions (GE Healthcare). To obtain the
full length mutated fragment, the two DNA fragmeimistained from the first PCR were
mixed in equimolar concentrations (approximately 0.0.8 pmol) and used as templates in
the second PCR reaction. The second PCR reactisip&réormed under the same conditions
as the first one, but without additional primerbeTproduct of this overlap extension was the
full-length reassembled DNA fragment, which wasrsiited to agarose gel electrophoresis
and the DNA band was recovered from the gel byqusiie GFX PCR DNA and gel band
purification kit. This purified product was used @snplate for amplification of the entire
DNA fragment by PCR with outermost primers, usihg same conditions as the first PCR.
Platinun® Pfx DNA polymerase was used in the third PCR reactidrerwthe mutated
product was to be cloned into Champion pET200D/TGH®tag expression vector. In this
case the extension temperature was 68 °C for thvepproofreading.
Cloning and sequencing of mutated genes

The DNA product of the third PCR reaction was lgghinto an expression vector.
Cloning of the PCR product was achieved either Imgctional cloning usingCACC
recognition site in Champion pET200D/TOPO His-tagter or traditional cloning with T4
DNA ligase to ligate the digested PCR products ip&E vector.E. coli TOP10 electro
competent cells were transformed and recombinariesl were identified. After plasmid
DNA extraction, the presence of insert was confanbg restriction enzyme digestion. The
clones were further characterized by DNA sequenaisgig the DYEnamic ET Dye
Terminator Cycle Sequencing Kit and a MegaBACE BO{A sequencer (GE Healthcare).
Expression of recombinant protein

After confirming the presence of the mutated coddms recombinant plasmids were
transformed intcE. coli BL21(DE3)-RIL competent cells by heat shock. Oneorebinant

clone of each construct was inoculated into 5 mLwfia-Bertani (LB) medium containing
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100 pg/ml ampicillin (pAE) or 100ug/ml kanamycin (pET200D/TOPO) and incubated in a
shaker (37°C, 250 rpm) until Oly=0.6. At this moment, expression of the recombinant
proteins was induced with 0.3 mM IPTG for 3 h. Aurae of 500 ul of culture growth was
centrifuged at 14000 x for 2 min and the pellet was resuspended in 8®fu0.1 M
phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4) contairgul of 5x loading buffer (62.5 mM
Tris—HCI pH 6.8, 10% glycerol, 5% 2-mercaptoetha@éb SDS). After boiling for 10 min, 8
ul of the supernatant was submitted to a 12% SDGEPAEXxpression of recombinant
proteins was identified by staining the gel withn@ssie Blue and visualization of an extra

protein band of the predicted size.

3 RESULTS
Mutagenesis, cloning and screening

A total of 14 CDS oM. hyopneumoniae strain 7448 requiring TGA for TGG mutation
for expression inE. coli were selected. This group of CDS contained setreted
transmembrane proteins, potential antigens formédoant subunit vaccine or for diagnostic
application. The selected CDS had up to three apipin codons. The region of the CDS
selected for amplification, cloning and expressiepresented the largest possible fragment
containing bacterial surface exposed domains vehtfyptophan codons. The list of selected
CDS, the length of amplified fragments and the TGAlon position is shown in Table 2.
Fragments ranging from 500 bp to 1257 bp with neatafGA to TGG codons in different
positions were selected.

For the site-directed mutagenesis of genes reguonly one mutation, two separate
PCR reactions were carried out with the desiredatrart inserted into overlapping primer
sequences. Both DNA fragments were submitted tooagagel electrophoresis, purified,

mixed and used to perform overlap extension-PCRe Ploduct of reassembled DNA
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fragment was recovered of from the gel and usddN& template with flanking primers for
amplifying the full mutant fragment. Fig. 1 shovie tDNA products from the PCR reactions
after first, second and third-step PCR from on¢hef mutated genes. Twelve CDS required
only one TGA to TGG mutation. Three mutations wpegformed efficiently in one of the
CDS (MHP0248), as the tryptophan codons were nearaoother (aa 619, 621 and 623) and
were included in the same primer. One CDS (MHPO0O4@6@) two TGA codons mutated. For
that, three PCR fragments were produced in sepagaigions and then used to carry out
overlap extension-PCR prior to the final PCR reactvith the outermost primers.

Mutant fragments were cloned into expression vectdo difference between the two
cloning strategy was observed: directional clonimtg pET200D/TOPO vector or enzymatic
restriction followed by ligation into pAE vectorh@& mutagenic efficiency of the method was
estimated by cloning the mutant fragment and sexjognof the mutated site. All
recombinant clones presented the TGA replaced b$ a&expected.

Expression of recombinant proteins

The efficiency of the site directed mutagenesiatsgy was confirmed by expression
of recombinant proteins i. coli. Expression was achieved after transferring themdinant
plasmids toE. coli BL21(DES3)-RIL strain, as the expression of the gendriven by the T7
promoter. SDS-PAGE of the whole-cell extract oledimfter IPTG induction revealed bands
corresponding to the size of thMe hyopneumoniae polypeptide fused to the His-tag (data not
shown). Only four constructs failed to express tleeombinant protein (MHP0629,
MHP0497, MHP0246 and MHP0248). This was not duthéopresence of unexpected TGA
codons, but to other factors. Expression of thesstcucts will be evaluated in alternatize

coli BL21(DE3) strains.
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4 DISCUSSION

The identification and characterization of new inmagenic M. hyopneumoniae
proteins is an important step for the developmehtdiagnostic reagents and vaccine
components. Attempts to characterize immunogé&hidiyopneumoniae proteins of general
interest are hampered by fastidious growth and latkappropriate tools for genetic
manipulation of this organism. In addition, nonnstard codon usage has made identification
of immunogenic antigens by recombinant DNA techgglmmuch more difficult (Razin et al.
1998). The purpose of the present study was to dstraie the applicability of a site-directed
mutagenesis method to replace TGA by TGG codomautiple M. hyopneumoniae genes,
an organism with high AT content. Our intention was standardize a fast and simple
procedure with the aim of achieving high mutageaficiency. By using the overlap
extension-PCR method originally described by Ho akt (1989), with only a few
modifications, we performed site-directed mutagenesto fourteen genes with 100%
accurate incorporation.

Until now, only fiveM. hyopneumoniae recombinant antigens had been described with
TGA codons replaced by TGG through in vitro mutagges (Futo et al. 1995; Schmidt et al.
2004; Meens et al. 2006; Okamba et al. 2007). d¢taarly necessary to establish an efficient
method for mutagenesis of TGA codons to enableesgoon ofM. hyopneumoniae genes in
heterologous systems. Despite the high AT conténMo hyopneumoniae genome, we
demonstrated that the overlap extension-PCR metlasdefficient to convert TGA codons to
TGG in fourteen CDS. The approach allowed cloning axpression of these potentially
important antigens i&. coli.

The design of primers is a critical step to ampDiMA, especially from species with
high AT content such a®l. hyopneumoniae. We designed primers with simild@m and

several annealing temperaturewere tested. However, for most targets the anngalin
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temperature was not an issue arRiICR product could be obtained regardless of thealimy
temperature used (Fig. 1). An overlapping sequarice5 to 22 bp (with average 18 bp)
between the two fragments was adequate. There avasad for longer overlapping sequence
as described by other authors (Zheng et al. 2064etAal. 2005; Peng et al. 2006).

To achieve the full-length gene assembling, theafigguimolar concentration of each
fragment for the overlap extension-PCR reaction wvimgortant. Peng et al. (2006)
recommended using up to 2 pmol of each fragmengy Thaported that when the amount of
template was less than 1 pmol, no product coulsybéhesized. We evaluated concentrations
ranging from 0.2 up to 2 pmol of each fragment.RANiigher concentrations, dispersed bands
started to appear. The best results were obtairnigdcancentrations ranging from 0.4 to 0.8
pmol.

The method used in this work besides being simpteiaexpensive allowed cloning
of mutated fragments of up to 1257 bp in size. Thian important characteristic when the
goal is recombinant protein production for develepmof subunits vaccine. The mutant
fragment was inserted efficiently into pET200D/TOBQI pAE expression vectors and these
cloning enabled expressing of ten recombinant preta E. coli. A possible explanation for
the lack of expression of four constructsEincoli may be toxicity of the recombinant protein
to the cell. Expression of these proteins will baleated inE. coli BL21(DE3)-pLysS cells,
appropriate for expression of toxic protein.

The mutagenesis method we evaluated herein is rapdl highly efficient for
introducing specific mutations into a target DNAyjgence. This method is simple and cost
effective. Mutation at a single site or at multigiges (up to 3 separate positions) can be
obtained in a single day work. In addition, thisattgy does not require equipments or

consumables that are not readily available in moécbiology laboratories. The method is



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

60

efficient for mutation ofM. hyopneumoniae tryptophan codons required for expressiortin

coli or other expression systems.
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Table 1. Mutagenicand flanking primers used for cloning the mutatedes in expression

vectors.

Primers Sequence (5’ to 3)* Length of overlapping
sequence (bases)

MHP0199 For CGGATCCAAAGAATTTTCAATGCCTGAAG

MHPO0199 Rev CBAGCTTTCATTCTAAAGTAAAGAAATTTGGC

MHPO0199 FM GACAAGCATTT@ACAGCTTTTAAT

MHP0199 RM AGCTGTCAAATGCTTGTCCC 19

MHP0496 For CGGATCCCTAGCAAGTATTCCTTTGGTGATTC

MHP0496 Rev CBAGCTTTCATCCCTTAGCAATTTTAGGGG

MHP0496 FM1 TTTAATGAGGACTGAGAAATATAGATA

MHP0496 RM1 ATTTCECAGTCCTCATTAAAATAGAA 21

MHP0496 FM2 GGTGTTCCCTEICAACCGG

MHP0496 RM2 GGTTGACAGGGAACACCAAT 18

MHPO0360 For CGGATCCGATCAAAAAGACTGGGAAAAATT

MHPO0360 Rev CGAATTCTTAGTTAGATTCTGCATAAATCCG

MHPO0360 FM CATTTGCTTGACTGAAAGCAAA

MHP0360 RM GCTTTCAGECAAGCAAATGAA 20

MHP0629 For CACCTTGCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGGTT

MHPO0629 Rev TCATTCCTCTGGTTCAACTTGGGA

MHP0629 FM ATGGGACTATTT@CTGTTGGATTA

MHP0629 FM CAACAGCAAATAGTCCCATTTTC 20

MHPO0497 For CACCTTTCAAGAAACAAAAACTATCCA

MHPO0497 Rev TCAACCATGAATTTTTAGAATTTC

MHPO0497 FM CAGGAAGTAATTT@AGTTTTTCA

MHP0497 RM AAAACTCCAAATTACTTCCTGAAT 21

MHPO0513 For CACCCTCACTCAGCAAG

MHPO0513 Rev TTAGGCATCAGGATTATCAACATTAGC

MHPO0513 FM GTCCCAGGATGAATTATGGAACT

MHP0513 RM ATAATTcCCATCCTGGGACATAAACAG 18

MHPO0372 For CACCTTTGATTTTCTTAATTTTTCAACA

MHPO0372 Rev TTATTCCATATATTCGCTAAGGA

MHPO0372 FM TTCCTTGATT@CGATCAAATATA

MHP0372 RM TGATCGCAATCAAGGAATAAATC 18

MHP0246 For CACCTTAGGTGGTCTAAGAAAAAAATTTGATA

MHP0246 Rev TCAATTGGCCGCTTTGATTACA

MHP0246 FM TCAAGATAAATTTTGIGAAAGGCTAACAATA

MHP0246 RM CCTTTCCAAAATTTATCTTGATTTT 22

MHPO0353 For CACCGGATCCGAGACTTCAGAAAAAGCACA

MHPO0353 Rev GGGGTACCTCAAATTCGATTTGACTGT

MHPO0353 FM CAAATTTQCAATTTGAATC

MHP0353 RM AAATTGCAAATTTGAACCG 15

MHP0620 For CACCGGATCCACTAGAAATAATGAAAAAGTTT

MHP0620 Rev CCCAAGCTTTTAATTAAACTTAATTTGCG

MHP0620 FM CTTGATTE@TCGGGTCTA

MHP0620 RM ACCCGACAATCAAGGGT 15

MHPO0108 For CACCGGATCCGCAAAATTAGATGATAATCTT

MHP0108 Rev CCCAAGCTTTTATTTGGCTTGTTTATTT

MHP0108 FM AAAGAATCIAGATTAGATGAG

MHP0108 RM TAATCTECATTCTTTAAATTCG 15

MHPO0643 For CACCGGATCCTTTTTTATCGGTTTTTTTTAT

MHPO0643 Rev GGGAAGCTTTCAGTTAATCGTTACAATATTTG

MHP0643 FM CCAGTCTGAAAGAGAATAATT

MHP0643 RM ATTCTCTTECAGACTGGAAT 18

MHP0248 For CACCGGATCCCTAGGACAGTTTGCAATAATTATTGT

MHP0248 Rev CCCAAGCTTTCATTTATCTTTTTTATCATCAATAATTTC

MHP0248 FM GGATTTTGYGAATGYTTTTGgGGCAAATTA

MHP0248 RM TTTGCCcCAAAA CCATTCCCAAAATCCTTG 27

MHPO0021 For CACCGGATCCTCACTACAGATTTCTGCAAAA

MHPO0021 Rev CCCAAGCTTTCAACATAAATTTCTTGCAAAAAA

MHP0021 FM ATTTCTT@ATTGGTAAAAATT

MHP0021 RM ACCAATCCAAGAAATCGACT 15
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*Nucleotide substitution is showed in boldface émder case; Underline nucleotide represent cloning
site: CACC: directional cloning site GGATCC, AAGCTT, GGATCC restriction site forBamHl,
Hindlll and EcoRI enzymes, respectively.
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Table 2. List of M. hyopneumoniae CDS submitted to site-directed mutagenesis

No Annotation Protein name Region amplified Size () Position  of the
mutated codon

1 MHP0629 Hypothetical protein laa-320aa 960 0 d&

2 MHP0199 P102 adhesin 441 aa—841 aa 1203 604 aa

3 MHP0497 P76 adhesin 215 aa—-633 aa 1257 438 aa

4 MHPO0353 P60-like lipoprotein 78 aa — 420 aa 1029 266 aa

5 MHP0620 Hypothetical protein 1 aa—346 aa 1038 64 da

6 MHP0108 P97 adhesin like 758 aa — 1053 aa 888 a896

7 MHP0496 P216urface protein 1228 aa — 1544 aa 951 1364 aa/ 1452 aa

8 MHP0372 Conserved hypothetical LppT 497 aa —&83 1161 657 aa

9 MHPO0513 P46 surface antigen precursor 102 a®-ad2 957 254 aa

10 MHPO0360 Methionine aminopeptidase P37 Like 21 422 aa 511 351 aa

11  MHP0246 P37-like ABC transporter 229 aa—490aa 783 346 aa

12 MHP0643 Hemolysin C 131 aa— 345 aa 645 210 aa

13 MHP0248 Hypothetical protein 248 aa — 748 aa 501 619aa/ 621aa/ 623aa

14  MHP0021 ABC Transporter 278 aa—671aa 1179 0 ad3

66
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. Electrophoresis analysis of mutagenesis producta @& agarose gel stained with
ethidium bromide. In each PCR step four differemtealing temperatures were tested: 45°C,
50°C, 55°C and 60°C. a: twaimultaneous PCR performed to amplify each DNA riragt
from the first-step PCR. Lane M, 1 kb DNA laddaxrstard; lanes 1-4, PCR product obtained
with forward flanking primer and a reverse mutagenianpri underdifferent annealing
temperatures. Lanes 5-8, PCR product obtainedavighrerse flanking primer and a forward
mutagenic primer under differeannealingtemperaturesh: Agarose gel purified fragments
submitted to overlap extension PCR. Lanes 10-1i3¢amg at 45 °C, 50 °C, 55 °C and 60
°C, respectively. csynthesis of the entire mutated DNA fragment withNAD template
resulting from the overlap extension PCR and oubstrprimersLanes 15-18, mutated DNA
obtained under four different annealing temperatuteanes 9, 14 and 19, PCR product
resulting from amplification usindg/. hyopneumoniae genomic DNA and the outermost

primers used as positive control.
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