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Resumo

DE OLIVEIRA, Natasha Rodrigues. Avaliacdo da respostaimune induzida por uma
quimera de antigenos de Mycopasma hyopneumoniae. 2016. 58f. Dissertacédo
(Mestrado) - Programa de Pds-Graduacao em Biotecnologia. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

A Pneumonia Enzodtica Suina (PES), causada pela bactéria Mycoplasma
hyopneumoniae, é uma das principais doencas respiratérias e infecciosas que
acomete suinos de producdo em todo o mundo. A reducédo da eficiéncia alimentar e
retardo no ganho de peso, associada aos gastos com medicamentos, geram
consideraveis perdas econdmicas ao setor de producdo suinicola. Bacterinas
comerciais sdo mundialmente utilizadas no controle da doenca, no entanto sua
protecao é frequentemente incompleta. Neste contexto, faz-se necessaria a busca de
novas alternativas para a profilaxia da PES. Os dados do sequenciamento de isolados
de M. hyopneumoniae associados a tecnologia do DNA recombinante permitiram a
identificacdo de diversas proteinas como potenciais alvos vacinais. Embora alguns
antigenos recombinantes tenham sido testados em diferentes estratégias vacinais, 0s
mesmos conferiram apenas uma protecdo parcial quando avaliados individualmente.
Por outro lado, a utilizacao de diferentes antigenos em uma Unica formulacdo tem se
mostrado uma abordagem promissora, a fim de aumentar a imunogenicidade e
capacidade de protecdo destas vacinas. O objetivo deste estudo foi avaliar as
propriedades imunogénicas de uma proteina quimeérica composta pela fusédo de quatro
proteinas de M. hyopneumoniae (P97R1, P46, P95 e P42), que sdo associadas a
patogénese da PES. A antigenicidade da proteina quimérica foi verificada frente a
soros de suinos convalescentes e a imunogenicidade avaliada em camundongos
utilizando duas formulacdes vacinais: vacina de subunidade e bacterina recombinante
de Escherichia coli expressando o antigeno. A proteina quimérica foi especificamente
reconhecida pelo soro de suinos convalescentes para PES, indicando que a mesma
manteve a exposicdo de epitopos similares as proteinas quando avaliadas
individualmente. No ensaio experimental ambas formula¢des vacinais avaliadas foram
imunogénicas em camundongos e induziram reposta imune caracterizada pela
producéo de anticorpos IgG1 e IgG2a contra cada um de seus fragmentos. Além disso,
as formulacdes recombinantes induziram anticorpos que reagiram especificamente
contra proteinas nativas de M. hyopneumoniae. Os resultados obtidos suportam o
futuro uso desta nova construcdo em ensaios de imunoprotecdo em suinos.

Palavras-chave: Mycoplasma hyopneumoniae, proteina quimérica, Pneumonia
Enzodtica Suina, vacina recombinante.
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Abstract

DE OLIVEIRA, Natasha Rodrigues. Evaluation of the immune response induced
by a chimera of Mycoplasma hyopneumoniae antigens. 2016. 58f. Dissertacéo
(Mestrado) - Programa de Pds-Graduacao em Biotecnologia. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

Enzootic Pneumonia (EP), caused by the bacteria Mycoplasma hyopneumoniae, is
one of the most important infectious and respiratory diseases that affects swine
production worldwide. The reduction of feed conversion efficiency and the decrease of
weight gain, associated to medication costs, causes considerable economic losses in
pig production. Commercial bacterins are used worldwide on disease control, however
its protection is often incomplete. In this context, it is necessary to search for new
alternative prophylaxis. The sequencing of M. hyopneumoniae isolates associated to
recombinant DNA technology allowed the identification of several proteins that may be
used as potential vaccine targets. Although some recombinant antigens have been
tested on different vaccine strategies, they have conferred only limited protection when
assessed as single antigens. On the other hand, the use of different antigens in a single
vaccine formulation has been shown to be a promising approach to increase their
immunogenicity and protective capacity of these vaccines. The aim of this study was
to evaluate the immunogenic properties of a chimeric protein consisting of four proteins
from M. hyopneumoniae (P97R1, P46, P95 and P42) that are associated with disease
pathogenesis. The antigenicity of the chimeric protein was assessed against
convalescent pig serum and the immunogenicity was evaluated in mice using two
vaccine formulations: a subunit vaccine and an Escherichia coli recombinant bacterin
expressing the antigen. The chimeric protein was specifically recognized by sera from
convalescent pigs for EP, indicating that it retained the epitopes exposed, similar to
the native proteins when individually evaluated. In the experimental study, both vaccine
formulations evaluated were immunogenic in mice and induced immune response
characterized by the production of IgG1 and IgG2a antibodies against each subunit.
Moreover, both recombinant formulations induced antibodies that reacted specifically
against native proteins from M. hyopneumoniae. These results warrant further
evaluation of this new construct in immune protection assays in pigs.

Keywords: Mycoplasma hyopneumoniae, chimeric protein, Enzootic Pneumonia,
recombinant protein.



Lista de Abreviaturas

BALF — Bronchoalveolar lavage fluid (Fluido de lavado bronco-alveolar)

BALT — Bronchial-associated lymphoid tissue (Tecido linfoide associado aos
brénquios)

DNA — Deoxyribonucleic acid (Acido desoxirribonucleico)

ELISA — Enzyme-linked immunosorbent assay (Ensaio imunoenzimatico)

EP — Enzootic Pneumonia (Pneumonia Enzodtica Suina)

FAO — Food and Agriculture Organization (Organizacdo das NacBes Unidas para a
Alimentacédo e a Agricultura)

IgA — Imunoglobulina A

IgG — Imunoglobulina G

IFN-y — Interferon gama

IL — Interleucina

LTB — Heat-labile enterotoxin B subunit from E. coli (Subunidade B da enterotoxina
termolabel de E. coli)

PCV2 — Porcine circovirus type 2 (Circovirus suino tipo 2)

PES — Pneumonia enzodtica suina

PCR - Polimerase Chain Reaction (Reacdo em cadeia da polimerase)

PRDC - Porcine respiratory disease complex (Complexo de doencas respiratérias de
suinos)

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

RNA — Ribonucleic acid (Acido ribonucleico)

slgA — Imunoglobulina A secretora

SIV - Swine influenza virus (Influenza virus suino)

TNF-a — Fator de necrose tumoral alfa
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1 INTRODUCAO GERAL

A Pneumonia Enzodtica Suina (PES), causada pela bactéria Mycoplasma
hyopneumoniae, € uma doenca respiratoria amplamente difundida nos rebanhos de
producdo suinicola em todo mundo (Haesebrouck et al.,, 2004). A infeccdo é
transmitida principalmente através do contato com secrec¢fes respiratorias eliminadas
por suinos infectados, das matrizes para os seus leitdes ou por via aérea atraves de
aerossois (Sibila et al., 2009). ApGs ganhar acesso ao trato respiratorio dos suinos, a
bactéria se adere a receptores presentes nos cilios das células da traqueia, brénquios
e bronquiolos, promovendo ciliostase, perda dos cilios e até morte destas células
(DeBey & Ross, 1994). A debilitacédo desta barreira de defesa imune primaria torna os
suinos mais suscetiveis ao desenvolvimento de infec¢cdes secundérias por outros
patégenos, agravando a severidade destas doencas (Maes et al.,, 2008). A PES
apresenta baixa mortalidade, no entanto, a elevada prevaléncia nos rebanhos
produtivos, e o fato de pré-dispor os suinos a patdégenos oportunistas tornam esta
doenca alvo central de programas de saude de rebanho para controle de infec¢cdes
respiratérias (Conceicao & Dellagostin, 2006).

O principal sinal clinico da doenca € a tosse cronica ndao produtiva (Thacker,
2004). Animais em fase de crescimento e terminacdo S&o 0s mais acometidos pela
PES, apresentando reducao da eficiéncia de conversado alimentar, retardo no ganho
de peso diario e frequente desenvolvimento de lesGes pulmonares sugestivas da
doenca (Sibila et al., 2007). As quedas nas taxas de produtividade, associadas aos
gastos com medicamentos para o controle da PES geram significativas perdas
econOmicas ao setor suinicola (Maes et al., 2008; Sibila et al., 2007), as quais podem

chegar até 400 milhdes de délares por ano (Derald Holtkamp, 2014).

A vacinagao é a principal medida de controle da PES. Bacterinas comerciais
sdo mundialmente utilizadas nos rebanhos de producao intensiva, possibilitando a
melhoria dos indices produtivos (Haesebrouck et al., 2004). Entretanto, sua protecao
€ incompleta, justificando a necessidade do desenvolvimento de vacinas mais
efetivas. A tecnologia do DNA recombinante é uma abordagem estratégica que
permite a selecéo de antigenos com elevado potencial imunogénico e elimina o cultivo

fastidioso da bactéria. Com o sequenciamento do genoma e andlise protedmica de
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cinco cepas de M. hyopneumoniae (7448, 7422, 232, 168 e J) diversas proteinas
recombinantes foram produzidas e caracterizadas. Entre estas, a regido C-terminal da
adesina P97 (P97R1), as proteinas de membrana externa P46 e P95 e a proteina de
choque térmico P42, apresentaram resultados mais promissores em diferentes
abordagens vacinais (Chen et al.,, 2008; Galli et al.,, 2012; Barate et al., 2014,
Marchioro et al., 2014a; Jorge et al., 2014; Virginio et al., 2014). Apesar disto, alguns
estudos tém demonstrado que o uso de um Unico antigeno pode nao ser suficiente
para conferir protecao contra PES (Shimoji et al., 2003; Okamba et al., 2010; Jorge et
al., 2014). A producao de vacinas carreando multiplos antigenos vem demonstrando
potencial em conferir maior protecdo em comparagao as vacinas compostas por um
anico alvo (Da Costa et al., 2014; Duthie et al., 2016; Marchioro et al., 2014b; Woolley
et al., 2014) e pode ser utilizada como uma abordagem estratégica no

desenvolvimento de vacinas recombinantes contra PES.

Diante deste cenario, 0 objetivo geral deste trabalho foi avaliar o perfil
imunogénico de uma quimera de antigenos recombinantes como potencial alvo
vacinal contra a PES. Para o desenvolvimento desta vacina, uma proteina quimérica
baseada na fusdo de fragmentos de quatro proteinas de M. hyopneumoniae (P97R1,
P46, P95 e P46), envolvidas na patogénese da doenca, foi produzida e sua
imunogenicidade foi avaliada em camundongos. Inicialmente € apresentada uma
revisdo bibliografica apontando caracteristicas gerais do microrganismo, incluindo
aspectos relacionados a sua patogénese, epidemiologia, diagnostico e métodos de
controle. A seguir os dados experimentais gerados neste trabalho sdo apresentados
na forma de manuscrito cientifico, aceito para publicacdo no periddico Veterinary

Microbiology e compilado na formatag&o exigida pelo mesmo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Mycoplasma hyopneumoniae

Mycoplasma hyopneumoniae é um patégeno espécie-especifico que acomete
suinos causando uma doenca respiratéria conhecida como Pneumonia Enzodtica
Suina (PES). Este patégeno também € um dos principais agentes do Complexo de
Doencas Respiratérias de Suinos (PRDC), que envolve bactérias e virus como
Actinobacillus pleuropneumoniae, Virus da Sindrome Respiratoria e Reprodutiva de
Suinos (PRRSV), Circovirus Suino tipo 2 (PCV2), virus da doenca de Aujeszky e
Influenza Virus Suino (SIV). PRDC é clinicamente caracterizado por tosse, retardo no
crescimento, ineficiente conversao alimentar, anorexia, febre e dispneia, promovendo

consideraveis perdas econdmicas no setor de producéo suinicola (Chae, 2016).

Filogeneticamente M. hyopneumoniae pertence ao género Mycoplasma, familia
Mycoplasmataceae, ordem Mycoplasmatales, classe Mollicutes. Os Mollicutes séo
caracterizados pelo tamanho pequeno e auséncia de parede celular, tornando-os os
menores microrganismos autorreplicantes de vida livre conhecidos (Razin & Yogev,
1998). A auséncia de parede celular torna a morfologia destes microrganismos
bastante pleomorfica, com diametro variando de 0,3 a 0,8 um na forma esférica (Razin
& Yogev, 1998). Os micoplasmas apresentam um genoma compacto (580-1350 kb)
com baixo conteudo citosina-guanina (23-40%) e elevado contetdo adenina-timina. O
genoma pequeno implica em um limitado niamero de rotas biossintéticas, o que obriga
a captacdo de muitos metabodlitos a partir do ambiente/hospedeiro, e
consequentemente, torna o microrganismo fastidioso quando cultivado in vitro (Razin
& Yogev, 1998).

O cultivo in vitro de M. hyopneumoniae € feito geralmente em meio Friis, um
meio complexo enriguecido com soro suino livre de patdgenos-especificos (Friis,
1975). O isolamento de cepas do microrganismo € dificil, pois crescem lentamente
em meio de cultivo apés incubacgéo de 3 a 20 dias, a uma temperatura 6tima de 37 °C,
pH em torno de 7,5 e atmosfera de 5 a 10% de CO2. Além do crescimento lento em
cultivo primério, a frequente contaminagdo com outros micoplasmas, como M.

hyorhinis e M. flocculare, comumente presentes no trato respiratdrio dos suinos e de
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dificil eliminacéo, torna o isolamento muito dificil, requerendo, por vezes, meios mais
seletivos (Friis, 1975; Thacker, 2004).

2.2 Pneumonia Enzoética Suina

A carne suina é a mais importante fonte de proteina animal produzida e
consumida no mundo. Atualmente o Brasil encontra-se em quarto lugar no ranking
mundial de producéo e exportacdo de carne suina. No ano de 2015 o Brasil atingiu a
producdo de 3,643 milhbes de toneladas, deste total 555 mil toneladas foram
destinadas a exportacdo para 70 paises (ABPA, 2016). A regido Sul do pais é a
principal responsavel pela manutencdo destes indices, sendo os estados de Santa
Catarina, Rio Grande do Sul e Parana responsaveis por cerca de 80% dos valores
exportados no ano de 2015 (Embrapa Suinos e Aves, 2016). O crescimento do setor
esta diretamente relacionado com a melhoria da qualidade da sanidade animal. No
entanto, mesmo com 0s grandes avangos no controle e prevengdo de doengas, a
producdo suinicola continua a ser afetada por importantes infeccbes virais,

bacterianas e parasitarias (FAO, 2016).

A Pneumonia Enzodtica Suina (PES), doenca causada pela bactéria M.
hyopneumoniae, € uma das principais infeccdes respiratérias que acomete suinos de
producdo em todo mundo, causando significativas perdas econdmicas ao setor
(Haesebrouck et al., 2004; Maes et al., 2008; Nathues et al., 2013). Suinos de todas
as idades podem ser infectados, no entanto os animais em fase de crescimento e
terminacdo sdo os mais acometidos pela forma clinica da doenca (Sibila et al., 2009).
A infeccdo € transmitida principalmente pelo contato com secrecdes respiratorias de
suinos infectados, das matrizes para os seus leitdes ou por via aérea por meio de

goticulas de aerossol disseminando-se entre os planteis (Sibila et al., 2009).

A evolucao clinica da doenca caracteriza-se por tosse cronica nao produtiva,
retardo das taxas de ganho de peso diario e reducédo da eficiéncia de conversao
alimentar (Thacker, 2004; Sibila et al., 2009). No estagio cronico da infec¢cdo € comum
o desenvolvimento de lesBes pulmonares macroscépicas, caracterizadas por
consolidacbes de coloracédo purpura-acinzentada localizadas preferencialmente nos

lobos cranio-apicais, cardiacos e intermediarios dos pulmdes (Haesebrouck et al.,
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2004; Maes et al., 2008). Quando a doenca € associada com outras co-infec¢des,
sinais clinicos como febre, anorexia e dificuldade respiratéria podem ocorrer. A
presenca de co-infecgbes com Pasteurella multocida, PRRSV e PCV2 também agrava
a severidade da doenca, tornando as perdas econémicas ainda maiores nos rebanhos
produtivos (Sibila et al., 2007).

2.3 Patogénese

Embora o mecanismo de infec¢do ainda nao esteja completamente elucidado,
acredita-se que a habilidade de M. hyopneumoniae causar patogénese possa estar
diretamente relacionada a sua capacidade de aderir aos cilios do epitélio respiratorio
dos suinos (Thacker, 2004; Ferrarini et al.,, 2016). Diversas proteinas vém sendo
descritas com possivel envolvimento no processo de adesdo por apresentarem
dominios de ligag&o aos cilios. Dentre elas destacam-se as adesinas pertencentes as
familias P97/P102, que incluem Mhp0182 (P102), Mhp0183 (P97), Mhp0493 (P159),
Mhp0494 (P216), Mhp0683 (P135), Mhp0271, Mhp0107 e Mhp0108 (P116) (Bogema
et al.,, 2011). Algumas destas proteinas sofrem processamentos proteoliticos e 0s
fragmentos gerados ligam-se a moléculas do tecido hospedeiro como
glicosaminoglicanos, heparina, fibronectina e plasminogénio, facilitando sua fixacéo
na superficie mucosa (Bogema et al., 2011; Raymond & Djordjevic, 2015).

ApGs a inalacao, a bactéria supera o movimento mucociliar do trato respiratorio
e adere-se a receptores ciliares presentes nas células epiteliais da traqueia, brénquios
e bronquiolos. Esta aderéncia resulta em perda dos cilios, com eventual morte das
células epiteliais e reducdo da funcdo do aparato mucociliar (DeBey & Ross, 1994;
Sarradell et al., 2003; Thacker, 2004). M. hyopneumoniae inicia entdo um persistente
processo de estabelecimento no lumen da superficie mucosa do epitélio respiratorio
dos suinos (Ruiz et al., 2002). Esta localizac&o permite ndo s6 a evasao e modulacéo
da resposta imune inata e adaptativa do hospedeiro como também facilita a inducéo

de uma intensa resposta inflamatdéria local (Sarradell et al., 2003; Thacker, 2004).

A interagdo de M. hyopneumoniae com a resposta imune do hospedeiro vem
sendo proposta como um importante fator na patogénese da PES (Okada et al., 2000;
Muneta et al., 2008). ApGs se estabelecer no pulméo dos suinos, a bactéria ativa

macrofagos alveolares estimulando o aumento da producdo de citocinas pro
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inflamatérias como TNF-qa, IL-1, IL-6 e IL-8 (Rodriguez et al., 2004; Lorenzo et al.,
2006). A superproducédo destas citocinas, por sua vez, induz a infiltragdo e acumulo
de células inflamatdrias no limen das vias aéreas e hiperplasia do tecido linfoide
associado aos brénquios (BALT) causando obliteracdo do limen e atelectasia dos
alvéolos (Sarradell et al., 2003; Rodriguez et al., 2004; Ahn et al., 2009). Esta intensa
resposta inflamatoria local possui envolvimento no dano tecidual ao hospedeiro e no
desenvolvimento das lesbes pulmonares (Sarradell et al., 2003; Choi et al., 2006). A
infeccdo com M. hyopneumoniae também parece ser capaz de suprimir a producao
de IFN-y e IL-10, o que pode levar ao aumento de infecgdes virais secundarias e a
superativacdo de macrofagos alveolares, respectivamente (Muneta et al., 2008). O
comprometimento da mucosa respiratoria, a qual € considerada uma barreira de
defesa priméria, também predispde o0s suinos a infec¢gdes por outros patégenos como
P. multocida, PRRSV e PCV2, potencializando a severidade das infeccfes causadas
por estes agentes (Thacker et al., 2000; Chae, 2016).

2.4 Epidemiologia e transmisséo

Embora constantes esforcos sejam feitos para eliminar o M. hyopneumoniae
dos rebanhos a reinfec¢do é frequente, ocorrendo em torno de 2,6 a 10% ao ano
(Maes et al., 2008). Em rebanhos livres de M. hyopneumoniae o agente pode ser
introduzido de duas formas: direta via compra de novos animais com infeccao
subclinica ndo detectada ou indireta via transmissao aérea (Sibila et al., 2009). A
transmissao aérea ocorre via goticulas de aerossol geradas durante os espirros e
acessos de tosse dos suinos infectados. Este tipo de transmisséo tem sido relatada
entre unidades separas por até 9,2 km quildmetros de distancia (Otake et al., 2010) e
é considerado um importante fator de risco para a disseminacgéo do agente em granjas
vizinhas (Sibila et al., 2009). Apoés ser introduzido no rebanho, M. hyopneumoniae é
transmitido para os outros suinos através de contato nasal-nasal ou das porcas para

0s seus leitdes (Maes et al., 1996).

Apesar da infeccdo acometer suinos de todas as idades, a forma clinica da
doenca manifesta-se principalmente no periodo de engorda que antecede o abate. A

lenta soroconversao, em torno de trés semanas ap0s a exposi¢ao ao agente, dificulta
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0 diagnostico nos estagios iniciais da infeccdo (Sibila et al., 2009). Além disso, a
ocorréncia de infec¢des subclinicas ndo diagnosticadas é comum nos rebanhos,
permitindo um ciclo continuo de transmisséo (Fano et al., 2005). A prevaléncia exata
da PES é, muitas vezes, dificil de se determinar devido as limitagcdes das técnicas
diagnosticas disponiveis e a presenca de coinfeccbes com outros patdgenos
respiratorios, incluindo P. multocida, PRSSV, SIV e PCV2 (Thacker & Minion, 2012).
Estima-se que o microrganismo esteja difundido em mais de 90% dos rebanhos
mundiais, com presenca no abate de lesdes pulmonares caracteristicas de M.

hyopneumoniae em cerca de 40-50% dos animais (Burch, 2004; Hillen et al., 2014).

O padrao de infeccdo e a severidade da doenca nos rebanhos suinos podem
ser influenciados por muitos fatores, como as condi¢cbes de alojamento, higiene,
vacinagao e a viruléncia das cepas circulantes (Vranckx et al., 2011). Estudos com
isolados de campo tém demonstrado a existéncia de grande variabilidade genémica e
protedmica entre as cepas dentro de um mesmo rebanho e entre diferentes regifes
(Nathues et al., 2011; Charlebois et al., 2014). Isolados de campo e cepas utilizadas
para a producéo das bacterinas podem diferir em até 45% a nivel molecular. Estas
diferencas antigénicas entre estas cepas de M. hyopneumoniae possivelmente séo
responsaveis pela protecdo insuficiente conferida pela vacinacao nos rebanhos suinos
(Charlebois et al., 2014; Maes et al., 2008). Além disso, infec¢cdes simultaneas ou
subsequentes com mais de uma cepa no mesmo animal podem resultar no

agravamento das lesdes pulmonares da PES (Vranckx et al., 2011).

2.5 Diagnostico

Embora o isolamento de M. hyopneumoniae seja considerado o método
“padréo ouro” para deteccao do microrganismo, o crescimento fastidioso e a constante
presenca de outros contaminantes inviabilizam a aplicacdo da técnica na rotina dos
laboratérios de diagnéstico (Thacker, 2004; Strait et al., 2008; Thacker & Minion,
2012). Sinais clinicos e lesdes pulmonares podem ser utilizados apenas como
diagndstico presuntivo da doenga, uma vez que lesdes muito semelhantes podem ser
causadas por outros patdégenos como SIV, P. multocida e Actnobacillus

pleuropneumoniae (Calsamiglia et al., 1999; Sibila et al., 2009).
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O monitoramento da PES nos rebanhos € baseado em sorologia com Kkits
comerciais de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) que utilizam como
antigeno, proteinas de membrana ou extratos do microrganismo. Embora estes testes
sorologicos apresentem alta especificidade, sua sensibilidade é baixa (37% a 49%),
tornando-os pouco Uteis para o diagnostico individual (Thacker & Minion, 2012). A
presenca de anticorpos maternos nas primeiras semanas de vida, a vacinagao e a
ocorréncia de reacdo cruzada com anticorpos derivados outros micoplasmas podem
interferir na interpretacdo dos resultados (Neto et al., 2014). Além disso, a lenta
soroconversdo dos animais infectados limita a detec¢cdo nos estagios iniciais da
doenca (Thacker & Minion, 2012). Recentemente, Feng e colaboradores (2014)
avaliaram a cinética da resposta de IgG total e de imunoglobulina A secretora (slgA)
utilizando soros de suinos experimentalmente infectados frente aos antigenos
recombinantes P36, P46 e P97 em um ELISA indireto. Como esperado, a resposta
imune sistémica apresentou soroconversdo lenta, no entanto mais duradoura,
engquanto que a resposta de mucosa foi detectada nos estagios iniciais da infeccéo,
mas os niveis de anticorpos decairam rapidamente. A proteina P97 demonstrou-se
mais sensivel para deteccdo de ambas imunoglobulinas com resultados superiores ao
kit comercial. No entanto, ainda é necessario avaliar se o teste é capaz de diferenciar
anticorpos induzidos pela vacina de anticorpos produzidos por animais infectados

naturalmente.

M. hyopneumoniae também pode ser detectado por ensaios de
imunofluorescéncia e imunohistoquimica utilizando sec¢des de tecido pulmonar (Bouh
et al., 2003). Estes sao considerados métodos mais especificos, mas também sofrem
com baixa sensibilidade, principalmente em infec¢gbes crénicas devido ao pequeno
namero de micoplasmas presentes nos tecidos e sO podem ser realizados em

amostras post-mortem (Thacker & Minion, 2012).

O diagnéstico utilizando PCR (polymerase chain reaction) é considerado o
meétodo mais sensivel e especifico. Diversas varia¢cdes da técnica ja foram descritas
visando a deteccéo da bactéria em amostras de swab nasal, lavado bronco-alveolar
(BALF) ou pulméo (Sibila et al., 2009; Thacker & Minion, 2012). Nested PCR é uma
variacao da técnica que utiliza dois conjuntos de primers para amplificar o gene que
codifica para o RNA 16S de M. hyopneumoniae, considerada bastante sensivel, capaz

de detectar DNA do agente em quantidades muito pequenas (Calsamiglia et al., 1999).
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Ensaios de PCR em tempo real também tém sido propostos, permitindo a
diferenciacdo de uma ampla gama de isolados (Strait et al., 2008) e a deteccdo de M.

hyopneumoniae em amostras clinicas (Dubosson et al., 2004; Marois et al., 2010).

As limitagcdes quanto a sensibilidade e/ou especificidade das metodologias
atuais, torna necessaria sua combinacao a fim de otimizar a acuracia do diagnéstico.
Em virtude disto, o desenvolvimento de testes diagnosticos mais eficientes ainda se

faz necessario.

2.6 Controle

O controle da PES envolve a otimizacdo das praticas de manejo, melhorias nas
condic¢des de alojamento dos animais, o uso de antimicrobianos e vacinagao (Maes et
al., 2008). A adocéao do sistema de producéao “all-in, all-out” (todos dentro, todos fora)
pode reduzir os riscos de disseminacao da infeccdo devido a interrupcéo do ciclo de
transmissdo do patdégeno entre suinos adultos e jovens, além de reduzir o estresse
promovido pela mistura dos animais. Evitar a compra de animais de fontes
desconhecidas e a elevada densidade animal por alojamento, bem como promover a
aclimatacao do ambiente, também sao praticas importantes para reduzir os fatores de
risco associados a PES e outras coinfeccdes respiratérias (Maes et al., 2008; Nathues
et al., 2014). Antimicrobianos como tetraciclinas e macrolideos séo frequentemente
utilizados no tratamento de doencas respiratérias como a PES. Entretanto, a eficacia
dos programas de medicacao € variavel, eleva os custos de producéo, nao previne a
infeccdo, além da possibilidade de desenvolvimento de resisténcia microbiana (Maes
et al., 2008; Thacker & Minion, 2012).

2.6.1 Vacinas comerciais

As vacinas comercialmente disponiveis para o controle da PES consistem em
preparacdes de células inteiras inativadas (bacterinas) associadas a adjuvantes, as
quais sdo mundialmente utilizadas nos rebanhos de producéao intensiva (Haesebrouck

et al., 2004; Maes et al., 2008). Existem diversas bacterinas disponiveis no mercado
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gue podem ser administradas em uma ou duas doses, conforme recomendacdes do
fabricante e esquema de vacinacao adotado por cada granja. O desenvolvimento de
uma estratégia de vacinacao apropriada pode envolver a vacinacdo de leitdes, porcas

ou ambos (Maes et al., 2008).

As vantagens conferidas pela vacinacéo incluem a reducgéo dos sinais clinicos
e do grau de lesdo pulmonar, aumento da performance produtiva através da melhoria
no ganho de peso diario (2-8%) e da conversao alimentar (2-5%), diminuicdo do tempo
para atingir o peso de abate e reducao dos custos com tratamento da doenca (Maes
et al., 2008). Apesar disto, os efeitos da vacinacdo séo variaveis entre os rebanhos
(Hillen et al., 2014) e a mesma ¢é incapaz de reduzir o estabelecimento do patégeno
nos pulmdes dos suinos e impedir a sua transmissao, oferecendo protecéao parcial
contra a doenca (Haesebrouck et al., 2004; Villarreal et al., 2012). As diferengas
gendmicas e antigénicas entre as cepas circulantes e as cepas vacinais nos rebanhos
afetados pela PES podem estar associadas a variabilidade dos resultados de protecdo
observados em condicdes de campo (Villarreal et al., 2012). Além disto, as sucessivas
passagens do microrganismo in vitro para a producdo das bacterinas promove a
reducdo ou auséncia de expressdo de muitos antigenos possivelmente associados a
patogénese da PES, o que pode contribuir para a falha destas vacinas em induzirem

protecdo completa contra a infeccéo (Fisch et al., 2016).

O mecanismo pelo qual as bacterinas reduzem o impacto da PES nos animais
imunizados permanece pouco conhecido (Martelli et al., 2014). Alguns estudos
sugerem gue 0s anticorpos de mucosa e a resposta imune sistémica mediada por
células sao importantes para o controle da doenca (Thacker et al., 2000a; Marchioro
et al., 2013). Suinos vacinados com bacterinas por via parenteral apresentaram menor
secrecdo local da citocina pré-inflamatéria TNF-a, aumento do niamero de células
secretoras de IFN-y no sangue (Thacker et al., 2000; Martelli et al., 2014), e maior
secrecédo de IFN-y e IL-10 na mucosa respiratoria (Marchioro et al., 2013). A producéo
de IFN-y é importante para a estimulacdo da resposta imune celular, enquanto a
secrecdo de IL-10 estd associada a prevencgdo dos efeitos patologicos das citocinas
inflamatodrias e a diminuicdo do influxo de macrofagos no tecido brénquio-alveolar
(Thacker et al., 2000; Vranckx et al., 2012).
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Embora ndo tenha sido demonstrada correlacdo direta entre o titulo de
anticorpos e protecdo contra PES, a secrecao local de IgA no BALF é importante para
prevenir a aderéncia da bactéria no epitélio ciliado, enquanto que IgG pode aumentar
a opsonizacdo do antigeno e a fagocitose por macrofagos alveolares (Thacker et al.,
2000; Okada et al., 2000; Martelli et al., 2014). Outros ensaios experimentais sugerem
que as bacterinas possivelmente atuem através da modulacdo do sistema imune do
hospedeiro reduzindo os efeitos deletérios gerados por uma resposta inflamatéria
exacerbada (Okada et al., 2000; Vranckx et al., 2012; Marchioro et al., 2013; Martelli
et al., 2014).

2.6.2 Desenvolvimento de vacinas recombinantes

As limitacbes associadas a protecdo das bacterinas comerciais reforcam a
necessidade do desenvolvimento de vacinas mais efetivas contra a PES. A tecnologia
do DNA recombinante € uma abordagem estratégica que permite a selecdo de
antigenos com elevado potencial imunogénico e elimina o cultivo fastidioso da
bactéria. Apesar dos consideraveis avancos obtidos nos ultimos anos, poucos fatores
de viruléncia de M. hyopneumoniae sao conhecidos, fazendo com que os estudos
experimentais foquem principalmente em adesinas e proteinas de membrana. O
sequenciamento e analise protebmica de algumas cepas de M. hyopneumoniae
(7448, 7422, 232, 168 e J) tém permitido a identificacdo e caracterizacao de diversas
proteinas recombinantes com potencial para o desenvolvimento de vacinas
(Simionatto et al., 2010; Marchioro et al., 2012; Galli et al., 2013). Estas proteinas tém
sido avaliadas em diferentes formulacdes vacinais, que incluem vacinas de
subunidade administradas individualmente (Simionatto et al., 2012; Marchioro et al.,
2012; Lee et al., 2014; Jorge et al., 2014), coquetel de antigenos (Chen et al., 2008;
Galli et al., 2013; Woolley et al., 2014), proteinas fusionadas a adjuvantes de mucosa
(Conceicao et al., 2006; Barate et al., 2014), proteinas associadas a vetores virais ou
bacterianos (Fagan et al., 2001; Chen et al., 2001; Shimoji et al., 2003; Chen et al.,
2006a; Chen et al., 2006b; Ogawa et al., 2009; Okamba et al., 2010) e vacinas de
DNA (Chen et al., 2003; Galli et al., 2012; Virginio et al., 2014).
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Dos antigenos avaliados nestes ensaios, alguns apresentaram resultados mais
promissores. Entre estes destacam-se a regido C-terminal da adesina P97 (P97R1),
as proteinas de membrana externa P46 e P95 e a proteina de choque térmico P42. A
proteina P97 é uma adesina que reconhece receptores especificos presentes nas
células ciliadas do epitélio respiratorio dos suinos, sendo esta ligagdo mediada por
uma sequéncia repetitiva de cinco aminoacidos (AAKPV/E) na sua porc¢ao C-terminal,
conhecida como R1 (Minion et al., 2000). A vacinacdo de camundongos com a regiao
R1 fusionada a subunidade B da enterotoxina termolabel de E. coli (rLTBR1) induziu
anticorpos sistémicos anti-R1 e de mucosa (IgA), estimulando resposta imune
preferencialmente do tipo Thl quando administrada por via intramuscular e Th2
guando por via intranasal (Conceicdo et al., 2006). A vacinacdo de suinos com a
porcdo C-terminal da adesina P97 expressa por vetores bacterianos (Shimoji et al.,
2003; Ogawa et al., 2009) e virais (Okamba et al., 2010) ou em fusdo com a porcao
N-terminal da toxina Ill de A. pleuropneumoniae (Lee et al., 2014) foi capaz de reduzir
a severidade das lesGes pulmonares da PES frente a desafio experimental com M.

hyopneumoniae.

Os antigenos P46 e P95 sdo proteinas de membrana expostas na superficie
do patdgeno, consideradas bons alvos vacinais, uma vez que anticorpos tém facil
acesso as mesmas. P46 é uma proteina espécie-especifica de M. hyopneumoniae, a
qual vem sendo avaliada como antigeno diagnéstico em alguns ensaios de ELISA
indireto (Futo et al., 1995; Feng et al., 2014) ou através da producdo de mAbs anti-
P46 para ELISA sanduiche (Bouh et al., 2003; Okada et al., 2005). Esta proteina
também é capaz de estimular respostas imune humoral e celular especificas,
caracterizadas pela producéo de INF-y e IL-10 quando avaliada como vacina de
subunidade e DNA (Galli et al., 2012; Virginio et al., 2014), ou como coquetel vacinal
(Chen et al., 2008). O antigeno P95 é fortemente reconhecido por soros de suinos
convalescentes para PES e capaz de estimular a producao de anticorpos sistémicos
especificos (Simionatto et al., 2012). Ele também mostrou-se capaz de estimular
resposta imune celular em camundongos quando avaliado como vacina de
subunidade ou de DNA (Galli et al., 2012).

A proteina P42 é um fragmento de 42 kDa da chaperona molecular P65,
pertencente a familia HSP70, uma proteina de choque térmico bem expressa em

condicdes de estresse para a célula bacteriana (Chen et al., 2003). Quando testada
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como vacina de subunidade, DNA ou coquetel, a P42 induziu tanto resposta humoral
como celular em camundongos, especialmente na expresséo das citocinas IL-4, IL-10
e INF-y (Chen et al., 2003; Galli et al., 2012; Virginio et al., 2014). Recentemente,
Nosso grupo de pesquisa avaliou a resposta imune humoral e celular estimulada pela
proteina rP42 como vacina de subunidade emulsificada com um adjuvante a base de
0leo em condicbes de campo, em uma (granja positiva para
M. hyopneumoniae (Jorge et al., 2014). Neste ensaio, rP42 estimulou significativa
producdo da citocina anti-inflamatéria IL-10, bem como a manutencéo de elevados

niveis de anticorpos no soro dos suinos imunizados.

Apesar dos constantes esfor¢cos para desenvolver uma vacina recombinante,
0S ensaios realizados até o momento tém demonstrado que vacinas baseadas em um
Unico antigeno nao sao suficientes para conferir protecéo contra a PES (Fagan et al.,
2001; Shimoiji et al., 2003; Okamba et al., 2010; Jorge et al., 2014). Como alternativa,
alguns estudos tém destacado que a fusdo de diferentes antigenos em uma unica
molécula pode ser uma abordagem interessante a fim de aumentar a imunogenicidade
de vacinas recombinantes (Da Costa et al., 2014; Lee et al., 2014; Marchioro et al.,
2014b; Duthie et al., 2016; Moreira et al., 2016), representando uma estratégia

promissora para a producao de vacinas contra a PES.
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3 HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1 Hipotese

A fuséo de fragBes antigénicas das proteinas P97R1, P46, P95 e P42 de M.
hyopneumoniae em uma Unica molécula retém as propriedades imunogénicas dos
alvos individuais e pode contribuir para o futuro desenvolvimento de uma vacina mais

efetiva contra a PES.

3.2 Objetivo Geral

Avaliar as propriedades imunogénicas de uma quimera composta pela fuséo
de segmentos antigénicos de quatro proteinas de M. hyopneumoniae (P97R1, P46,
P95 e P42).

3.3 Objetivos Especificos

e Produzir formulacdes vacinais da proteina quimérica consistindo em uma
vacina de subunidade e uma bacterina recombinante de E. coli expressando o
antigeno;

e Avaliar a resposta imune induzida em camundongos inoculados com as

formulacdes vacinais.
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4 CAPITULO 1

4.1 A novel chimeric protein composed of recombinant Mycoplasma

hyopneumoniae antigens as a vaccine candidate evaluated in mice

Manuscrito aceito para publicacao na revista Veterinary Mycrobiology
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ABSTRACT

Enzootic Pneumonia (EP) is caused by the Mycoplasma hyopneumoniae pathogenic bacteria,
and it represents a significant respiratory disease that is responsible for major economic losses
within the pig industry throughout the world. The bacterins that are currently commercially
available have been proven to offer only partial protection against M. hyopneumoniae, and the
development of more efficient vaccines is required. Several recombinant antigens have been
evaluated via different immunization strategies and have been found to be highly immunogenic.
This work describes the construction and immunological characterization of a multi-antigen
chimera composed of four M. hyopneumoniae antigens: P97R1, P46, P95, and P42.
Immunogenic regions of each antigen were selected and combined to encode a single
polypeptide. The gene was cloned and expressed in Escherichia coli, and the chimeric protein
was recognized by specific antibodies against each subunit, as well as by convalescent pig sera.
The immunogenic properties of the chimera were then evaluated in a mice model through two
recombinant vaccines that were formulated as follows: (1) purified chimeric protein plus
adjuvant or (2) recombinant Escherichia coli bacterin. The immune response induced in
BALB/c mice immunized with each formulation was characterized in terms of total I1gG levels,
IgG1, and IgG2a isotypes against each antigen present in the chimera. The results of the study
indicated that novel chimeric protein is a potential candidate for the future development of a

more effective vaccine against EP.

Keywords: Mycoplasma hyopneumoniae, Enzootic pneumonia, chimeric protein, recombinant

antigens.
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INTRODUCTION

Enzootic pneumonia (EP), which results from M. hyopneumoniae infection, is a
respiratory disease that is highly prevalent within the intensive pig farming industry. The
bacteria is typically inhaled into the respiratory tract where it begins the infection process by
binding to the cilia of epithelial cells in the airways, eliciting the dysfunction of cilia and leading
to ciliary clearance (DeBey & Ross, 1994; Thacker et al., 2000). The clinical progression of EP
is mainly characterized by chronic, non-productive cough, reduced rate of average daily weight
gain, and reduced feed conversion efficiency (Maes et al., 2008; Sibila et al., 2009). The
decrease in productivity and the cost of medication used to treat this disease causes significant
economic losses to the swine industry throughout the world (Haesebrouck et al., 2004; Maes et
al., 2008; Sibila et al., 2009).

Vaccination represents the most used strategy through which EP can be controlled
(Haesebrouck et al., 2004). The current commercial vaccines consist of inactivated whole-cell
adjuvanted formulations and are used throughout the world (Maes et al., 2008; Sibila et al.,
2009). Although they improve productive performance, these vaccines do not prevent the
pathogen from colonizing the respiratory tract and do not induce sterilizing immunity; as such,
they provide only partial protection against the disease (Haesebrouck et al., 2004; Maes et al.,
2008; Thacker et al., 2000). In order to identify an alternative vaccine that can overcome the
limitations associated with the bacterins that are currently available, a reverse vaccinology
approach has been used. Data generated by sequencing five strains of M. hyopneumoniae (232,
J, 7448, 7422, and 168) (Liu et al., 2013; Minion et al., 2004; Siqueira et al., 2013; VVasconcelos
et al., 2005) allowed the identification and characterization of several recombinant antigens
with immunogenic potential for use in more effective vaccines.

A few recombinant antigens from M. hyopneumoniae have been extensively studied by

several groups. The C-terminal region of adhesin P97 (P97R1), which has been found to be
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among the most promising antigens, exhibits an important virulence factor that is involved in
the pathogen’s adherence to the host respiratory tract (Conceicdo et al., 2006; Marchioro et al.,
2014a). The molecular chaperone DnaK (P42), a heat shock protein that is a member of the
HSP70 family, is highly expressed in stress conditions (Galli et al., 2012; Jorge et al., 2014;
Marchioro et al., 2014a; Simionatto et al., 2012). The outer membrane protein P95 and the 46-
kDa membrane surface protein (P46), which are possibly exposed on the pathogen surface, are
strongly recognized by convalescent pig sera (Galli et al., 2012; Simionatto et al., 2012).
Different approaches by which the immunogenicity of recombinant vaccines can be enhanced
have been evaluated. Constructions based on multi-antigens represent an interesting strategy
for combining proteins from one or more pathogens in a single molecule (Chen et al., 2008;
Marchioro et al., 2014b).

In this study, we developed a chimeric protein composed of four M. hyopneumoniae
antigens: P97R1, P46, P95, and P42. The antigenicity of this construction was verified using
serum from naturally infected pigs. In addition, the immunogenicity of this chimera was
evaluated by testing different vaccine formulations in mice.

MATERIALS AND METHODS

In silico selection of coding sequences and gene design

Coding DNA sequences (CDS) and protein sequences for P97R1 (MHP_0198), P46
(MHP_0513), P95 (MHP_0099), and P42 (MHP_0067) antigens from M. hyopneumoniae
strain 7448 (NC007332) were used as reference to design the chimeric gene (Table 1). These
sequences were analyzed using the following bioinformatics software: SignalP 4.1 Server

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), TMHMM Server v.2.0

(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/), IEDB-Antibody Epitope Prediction

(http://tools.iedb.org/beell/) and Vector NTI Advance® 11 (Invitrogen™). Regions encoding

surface-exposed, predominantly hydrophilic and with a high number of linear epitopes were
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selected. Restriction sites for BamHI and Kpnl were added flanking the gene, and a flexible
linker GlyxSerGly was inserted between each gene portion to enable the proper folding of
protein. The in silico protein structure was constructed using the I-TASSER online server
(Zhang, 2008) and visualized using UCSF Chimera package software (Pettersen et al., 2004).
Cloning, expression, and purification of recombinant proteins

The p97rlp46p95p42 gene was chemically synthesized (Epoch Biolabs, Inc., USA) and
provided on pBluescript Il SK(-) (pBSK) vector. The gene was excised from pBSK plasmid
with restriction enzymes and cloned into the pAE vector (Ramos et al., 2004) using E. coli Top
10 (Invitrogen) competent cells as previously described (Sambrook & Russell, 2001). The
PAE/p97rip46p95p42, pAE/p97rl, pET/p46, pAE/p95, and pAE/p42 recombinant plasmids
were transformed in E. coli BL21 (DE3) Star (Invitrogen) cells. The expression and purification
of recombinant proteins were performed using a previously described method (Conceicéo et
al., 2006; Marchioro et al., 2012).

Antigenicity assays of chimeric protein

To assess the antigenicity of the chimeric protein, Western blot and ELISA were performed
using the previously described method (Simionatto et al., 2012; Jorge et al., 2014). For Western
blot, mouse antibodies and dilutions were used as follows: monoclonal anti-6xHis (Sigma-
Aldrich), diluted 1:6000; monoclonal anti-P97R1 (F1B6), diluted 1:4000 (Dr. Eileen Thacker—
lowa State University, USA); polyclonal anti-P46, anti-P95, and anti-P42, diluted 1:50
(previously produced) (Galli et al., 2012); and HRP-conjugated goat anti-mouse (Sigma-
Aldrich), diluted 1:6000. For indirect ELISA, microtiter plates were coated using 50 ng/well of
purified chimeric protein. Sera samples from specific pathogen-free (SPF) (n=32) and
convalescent phase (n=105) pigs, diluted at a ratio of 1:50, were obtained from a mycoplasma-
negative farm and from three commercial herds that had been chronically affected by EP in

Southern Brazil, respectively.
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Vaccine formulations and mice vaccination

The purified chimeric protein was diluted in oil-adjuvant AddaVax™ (InvivoGen) at a ratio of
1:1 according to the manufacturer’s instructions. Recombinant bacterins were produced in E.
coli BL21 (DE3) Star as per the method previously described (Moreira et al., 2016). Female
BALB/c mice that were aged eight weeks were allocated to five different experimental groups
(Table 2) with six animals in each group, as follows: (1) rP97R1P46P95P42 + AddaVax™
adjuvant (rCHI Add); (2) Negative control A, PBS + AddaVax™ adjuvant (PBS Add); (3) E.
coli bacterin expressing rP97R1P46P95P42 (E. coli rCHI); (4) Negative control B, E. coli
bacterin containing pAE vector (E. coli Vec); and (5) Positive control, Sprintvac MH (Merial)
(BACT). Two doses of 50 ug of purified protein or E. coli bacterins were administered
intramuscularly (IM) at a 21-day interval. Blood samples were collected from retro-orbital sinus
0, 21, 42, and 63 days after the first inoculation (DAI), and stored at -20 °C before being
processed. All animal experiments were conducted in accordance with the recommendations of
the Ethics Committee for Animal Experimentation of the Federal University of Pelotas (Permit
number: 2351-2015).

Total 1gG antibodies and isotype profile against recombinant proteins

Specific antibodies induced by mice immunization with vaccine formulations were assessed by
ELISA and Western blot using the process previously described (Simionatto et al., 2012), with
some modifications. For ELISA, microtiter plates were coated with chimeric protein (100
ng/well) or each chimeric subunit protein (rP97R1, rP95 and rP42: 100 ng/well; rP46: 50
ng/well). To determine total IgG, proteins were incubated with pooled serum samples from O,
21, 42, and 63 DAI (diluted 1:100) and 1gG anti-mouse antibody conjugated to horseradish
peroxidase (Sigma-Aldrich) (diluted 1:6000). To determine the levels of 1gG subclasses (IgG1
and 1gG2a), proteins were incubated with pooled serum samples from 0 and 63 DAI (diluted

1:100) and with the antibodies provided in a Mouse Monoclonal Isotyping Kit (Sigma-Aldrich).
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All ELISA reactions were assessed in triplicate and absorbance was determined at 492 nm using
a TP-Reader plate spectrophotometer (ThermoPlate, Brazil). To confirm the ability of the
antibodies of the immunized mice to recognize the chimeric protein and each chimeric subunit,
a Western blot was performed using the same antigens described above with pooled serum
samples from 0 and 63 DAI.

Indirect ELISA and Western blot with extract of M. hyopneumoniae spp.

To verify whether the antibodies induced by mice immunization were able to recognize native
proteins from M. hyopneumoniae, pooled serum samples from 0 and 63 DAI (diluted 1:100)
were evaluated by ELISA and Western blot using the method previously described (Marchioro
et al., 2012). For the purposes of the ELISA, microtiter plates were coated with M.
hyopneumoniae strain 7448, while for the Western blot assay, the M. hyopneumoniae strains
7448, 7422, and J whole-cell extracts were used as antigen (obtained from Embrapa Concordia,
Santa Catarina, Brazil). Sera from PBS Add and E. coli Vec groups were used as negative
controls.

Statistical analysis

Analysis of variance (ANOVA) and Bonferroni post-test were used to determine the
significance of any differences that were observed between the groups. Differences were
considered significant at a P value of < 0.05. The analyses were carried out using GraphPad
Prism® Version 6 for Windows (SPSS Inc., lllinois, USA).

RESULTS

Vector construction, expression, and purification

The characteristics of the antigenic sequences selected to construct the chimeric protein are
summarized in Table 1. The synthetic gene obtained was cloned in pAE expression vector

(Fig.1A). The estimated in silico structure of the chimeric protein is shown in Fig.1B. After
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cloning, E. coli BL 21 (DE3) Star cells expressed a soluble recombinant protein of
approximately 62 kDa, which was the molecular weight expected.

Chimeric protein antigenicity

In the Western blot analysis, the chimeric protein was recognized by mAb anti-histidine and
specific antibodies reacted against each subunit (Fig 2A). In the ELISA assay, this protein was
more significantly recognized by serum from different positive-mycoplasma swineherds than
the SPF sera (P < 0.05 for herd 3 and P < 0.0001 for herds 2 and 4; Fig. 2B).

Systemic humoral immune response

The total specific antibodies (total IgG; 1gG1, and 1gG2a isotypes) induced by the recombinant
vaccines were determined by indirect ELISA. The vaccine formulations containing the chimeric
protein (rCHI Add and E. coli rCHI groups) induced an antibody response that was statistically
higher (P < 0.05) at 21 DAI than the negative controls (PBS Add and E. coli Vec groups); the
antibody levels remained constant during 63 DA for all antigens tested (Fig. 3). The rCHI Add
group induced levels of antibodies against chimeric protein at a statistically higher rate than the
E. coli rCHI group at 42 e 63 DAI (P < 0.05; Fig. 3A). When we evaluated the immune response
induced against each subunit of the chimeric protein, the positive control (BACT group)
recognized the rP46 antigen on its own (Fig. 3B), but not when it was fused with additional
antigens. The levels of anti-P42 and anti-P95 antibodies were statistically higher in sera from
the rCHI Add group than those from the E. coli rCHI group, at 42 and 63 DAI (P < 0.05; Fig.
3C) and 63 DAI (Fig. 3D) respectively. The seroconversions in the rCHI Add and E. coli rCHI
groups were detected against rP46 and rP97R1 antigens (Fig. 3B and 3E) but did not exhibit
significant differences. The Western blot assay that used sera from 63 DAI confirmed the
ELISA results for all serum samples (data not shown).

Analysis of IgG isotypes demonstrated that both vaccine formulations (rCHI Add and E. coli

rCHI groups) stimulated a mixed IgG1/1gG2a (Fig. 4A). However, the humoral immune



648

649

650

651

652

653

654

655

656

657

658

659

660

661

662

663

664

665

666

667

668

669

670

671

34

response (IgG1l) was predominant, exhibiting a statistically significant difference for all
recombinant antigens (P < 0.001; Fig. 4A-E). The positive control (BACT group) did not react
with the chimeric protein (Fig. 4A), stimulating an 1gG1 and IgG2a response only against the
individual rP46 antigen (Fig. 4B).
Reactivity with native proteins from M. hyopneumoniae spp.
ELISA with M. hyopneumoniae extract 7448 was performed with the sera from immunized
mice to verify whether the antibodies induced were able to recognize native proteins. Mouse
sera from rCHI and E. coli rCHI groups (63 DAI) significantly recognized native proteins
compared to the negative controls (P < 0.0001; Fig. 5A). In Western blot, both vaccine
formulations (rCHI Add and E. coli rCHI groups) induced the production of antibodies that
exhibited the ability to react with native proteins from M. hyopneumoniae (7448, 7422 and J
strains) (Fig. 5B). Bands around 102 kDa and 65 kDa were detected, which are compatible with
some variants of the adhesin P97 (Fig. 5Ba) and the DnaK heat shock protein (P42) (Fig. 5Bb),
respectively. Bands correlated with P46 and P95 native proteins (around 46 kDa and 132 kDa
respectively) were not detected.
DISCUSSION

In the present study, a recombinant chimeric protein was produced, and its antigenic and
immunogenic profile was evaluated as a vaccine candidate against EP. The design of the
chimeric protein combined four immunogenic antigens from M. hyopneumoniae: P97R1, P46,
P95, and P42. These proteins are associated with the pathogenesis of the disease, and fragments
of each protein were selected by bioinformatics analyses (Table 1). The chimeric protein was
able to induce specific 1gG antibodies and stimulate a predominant IgG1-type response in a
mice model. In addition, all subunits of the chimeric protein were recognized by specific

antibodies (Fig. 2A) and were distinctly recognized by serum samples from naturally infected
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pigs (Fig. 2B). These results suggest that the chimeric protein maintained the original antigenic
epitopes.

Previous studies have demonstrated that one antigen may not be sufficient to induce an
ideal immune response against EP (Jorge et al., 2014; Lee et al., 2014; Okamba et al., 2010;
Shimoji et al., 2003); therefore, vaccines that are composed by fusing multiple antigens may
exhibit increased immunogenicity (Da Costa et al., 2014; Duthie et al., 2016; Marchioro et al.,
2014b). This work evaluated the immune response induced in mice against the chimeric protein
delivered via a subunit vaccine with the commercial adjuvant AddaVax™, and via an E. coli
recombinant bacterin. Recent studies performed with recombinant bacterins have demonstrated
that the whole-cell preparation exhibits an immunomodulatory effect (Gupta et al., 2012;
Lourdault et al., 2014; Moreira et al., 2016). Furthermore, inactivated whole-cell preparations
have additional advantages as they are relatively low cost to manufacture on a large scale
(solubilization and purification steps are unnecessary) and the bacteria contain factors that
stimulate antigen presenting cells (APCs) (Gupta et al., 2012).

Mice from the rCHI Add and E. coli rHCI groups produced significant specific 1gG
antibodies against each of the recombinant antigens evaluated (P < 0.05; Fig. 3), indicating that
the construction of the chimeric protein retained immunogenic characteristics. The antibody
levels against P42 and P95 antigens in the rCHI Add group were statistically higher than those
in the E. coli rCHI group. The improvement in the seroconversion in the rCHI Add group could
be attributed to the immunomodulatory effect of the oil-in-water nanoemulsion adjuvant used
in this vaccine formulation (Coffman et al., 2010). These vaccine formulations were able to
induce a mixed Th1/Th2 type response, with statically predominant IgG1 production (P < 0.05;
Fig. 4). The production of specific IgG1 antibodies is related to humoral immune response
(Th2), while the induction of the IgG2a antibodies is associated with a cellular immune

response (Thl) (Mosmann & Coffman, 1989). Our results corroborated with previous studies
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that have tested these recombinant proteins and demonstrated a predominance of IgG1l
production (Barate et al., 2014; Conceicdo et al., 2006; Galli et al., 2012; Marchioro et al.,
2014a). Although the exact mechanisms of protection against M. hyopneumoniae infection are
not fully understood, IgG subclass distribution may be important in controlling EP (Galli et al.,
2012; Thacker et al., 2000).

The commercial vaccine tested did not stimulate the production of detectable systemic
antibodies against the rP97R1, rP95, and rP42 antigens. This effect may have occurred because
the bacterial strain used to produce the commercial vaccine did not express these antigens or
only at a low level. These findings are in agreement with the results obtained by our research
group in previous studies that employed different commercial bacterins and a few recombinant
antigens (Conceicdo et al., 2006; Fisch et al., 2016; Galli et al., 2012; Simionatto et al., 2012).
The absence of these and other important antigens could be related to the low efficiency of
commercial vaccines, reinforcing the need for more effective vaccines to be developed (Fisch
et al., 2016). Noteworthy, the BACT group recognized the rP46 antigen on its own but did not
recognize it when it was inserted in the chimeric protein. Although a linker that consisted of
Gly2xSerGly was added between each subunit, it is possible that the conformational epitopes of
rP46 in the chimera could not fold properly, and this could hinder the antibody recognition
induced by the commercial bacterin.

Furthermore, serum samples from rCHI Add and E. coli rCHI immunized groups
reacted with the M. hyopneumoniae 7448 extract in ELISA (Fig. 5A). Interestingly, the Western
blot that employed the 7448, 7422, and J M. hyopneumoniae extracts presented bands with a
molecular weight that was compatible with the P97 and P42 proteins (Fig. 5B); however, bands
compatible with P46 and P95 were not identified. One possible explanation for this could be

that these proteins were not expressed by the strains grown in vitro.
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Here, we demonstrated that the chimeric protein in both presentations of vaccine
formulations (subunit vaccine or E. coli recombinant bacterin) was immunogenic in mice
immunization. Although the induction of immune response in mice against M. hyopneumoniae
is not correlated with protection, murine responses achieved by experimental immunization are
important for the selection of the most promising antigens for vaccine development and can be
performed prior to further studies in pigs (Galli et al., 2012; Virginio et al., 2014).

To summarize, this study described the production and immunological characterization
of a recombinant chimeric protein that was composed by fusing four important M.
hyopneumoniae antigens. Our results indicated that this chimeric protein was immunogenic in
mice and, as such, it represents a potential vaccine candidate against EP. Although the mouse
immune response cannot be extrapolated to swine and no direct correlation has been found
between antibody concentrations and protection against M. hyopneumoniae (Thacker et al.,
2000), the results warrant further investigation in challenge experiments in pigs to determine

the level of protection under experimental and field conditions.
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Table 1. Characteristics of antigens select in the chimeric protein

Protein Annotation genome NCBI accession Features/function Original size  Selected fragment
name strain 7448 number (kDa) (aa)

P97R1 MHP_0198 YP_287595.1 Adhesin P97 122 788 — 915
P46 MHP_0513 YP_287902.1 46K surface antigen precursor 46 323 -419
P95 MHP_0099 YP_287499.1 Outer membrane protein - P95 132 604 — 750
P42 MHP_0067 YP _287467.1 Molecular chaperone DnaK 65 434 - 600
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Table 2. Mice vaccination strategies
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Group Formulation

Dose

1- rCHI Add rP97R1P46P95P42 + AddaVax™ adjuvant

2- PBS Add PBS + AddaVax™ adjuvant- negative control A
3- E. coli rCHI E. coli bacterin + rP97R1P46P95P42 (~108 CFU/mI*)
4- E. coli Vec  E. coli bacterin + pAE vector-negative control B (~108 CFU/ml)

5- BACT Sprintvac MH commercial vaccine

0.1 ml + 50 ug

0.1ml
0.1 ml + 50 ug
0.1ml
0.1ml
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FIG 1. Schematic representation of chimeric protein. (A) Expression cassette representation of
PAE/p97rlp46p95p42 construction. The chimeric protein was fused at 6xHistidine-tag of pAE
vector at N-terminal region. Each chimeric subunit protein is connected by Gly.xSerGly flexible

linker, presented in purple. (B) Insilico prediction of chimeric protein conformational structure.
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FIG 2. Antigenic analysis of chimeric protein. (A) Characterization by Western blot. The
chimeric protein was specifically recognized by mAb anti-6XHis-tag (diluted 1:6000), mAb
F1B6 (anti-P97R1) (diluted 1:4000), mouse hyperimmune serum anti-P46, anti-P95, and anti-
P42 (diluted 1:50). (B) Characterization by ELISA. The chimeric protein was tested against 32
SPF (Herd 1) and 105 convalescent-phase pig serum samples from different farms in Southern
Brazil (Herds 2, 3 and 4). Statistical significance was determined by ANOVA test. * and ****
indicate significant differences compared to SPF serum with P < 0.05 and P < 0.0001,
respectively. Boxes represent the interquartile range in the middle 50% of the absorbance

values. Whiskers represent the minimum and maximum values.
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FIG 3. Analysis of IgG response induced by mice immunization determined by ELISA with

recombinant proteins (A-E). Numbers represent the mean optical density at 492 nm (ODag.) of

pooled serum samples collected at 0, 21, 42, and 63 DAI in each group. All analyses were

performed in triplicate and the error bars demonstrate standard deviations (SD). Statistical

significance was determined by ANOVA using Bonferroni test. *P < 0.05 indicate significant

differences between groups immunized with both formulations containing the chimeric protein.
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FIG 4. Analysis of 1gG1 and 1gG2a antibodies induced by mice immunization determined by
ELISA with recombinant proteins (A-E). Numbers represent the mean optical density at 492
nm (ODae2) of pooled serum collected at 63 DAI minus the mean of pooled serum collected at
0 DAI in each group. All analyses were performed in triplicate and errors bars demonstrate
standard deviations (SD). Statistical significance was determined by ANOVA using Bonferroni

test. *** indicate significant differences between isotypes in each group with P values < 0.001.
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FIG 5. ELISA and Western blot using M. hyopneumoniae spp. extracts as antigen. (A) ELISA
reactions using M. hyopneumoniae 7448 extract. Numbers represent the mean optical density
at 492 nm (ODa4g2) of pooled serum collected at 63 DAI minus the mean of pooled serum
collected at 0 DAI. All analyses were performed in triplicate and error bars demonstrate
standard deviations (SD). Statistical significance was determined by ANOVA using Bonferroni
test. **** indicate significant differences compared to negative control groups (PBS Add and
E. coli Vec) at P values of < 0.0001. (B) Western blot reactions using M. hyopneumoniae 7448,
7422, and J strains antigens against pooled sera from mice vaccinated at 63 DAI. Panel (a)
extracts were tested against sera samples from rCHI Add group, the arrow indicates the P97
adhesin. Panel (b), extracts were tested against E. coli rCHI group, the arrow indicates P42 heat
shock protein. PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder was used as molecular marker

(MW).
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5 CONCLUSAO GERAL

- A proteina quimérica é imunogénica em ambas formulacfes avaliadas em
camundongos (vacina de subunidade e bacterina recombinante) e capaz de estimular
a producéo de anticorpos IgG1 e IgG2a especificos contra cada uma das subunidades

recombinantes;

- Os anticorpos produzidos pela vacinagédo sédo capazes de reconhecer proteina
nativas de M. hyopneumoniae;

- Esta nova construcéo representa uma estratégia promissora para a producao
de vacinas recombinantes contra PES e ensaios futuros sdo necessarios para avaliar

seu o potencial imunoprotetor em suinos.
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