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RESUMO

GALLI, Vanessa. Producdo e avaliacdo da antigenicidade de proteinas
recombinantes de Mycoplasma hyopneumoniae. 2008. 35f. Trabalho de Conclusao de
Curso. Instituto de Biologia. Curso de Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A Pneumonia Enzodética Suina (PES) € uma doenca respiratéria contagiosa, com
ampla distribuicdo, causada pela bactéria fastidiosa Mycoplasma hyopneumoniae. AS
vacinas disponiveis oferecem apenas protecdo parcial e apresentam elevado custo
de producdo. Alguns antigenos vém sendo testados em diferentes sistemas de
vacinagdo, no entanto, somente dois destes foram testados em ensaio de
imunoprotecdo em suinos, porém nenhum deles foi mais eficiente que as bacterinas
comerciais no controle da PES. O M. hyopneumoniae ndo utiliza o cddigo genético
universal e esta diferenca tem dificultado a expressdo de genes de M. hyopneumoniae
contendo cdédons TGA em Escherichia coli, 0 sistema de expressao heterdloga mais
utilizado em laboratério. Este trabalho teve como objetivo a producao e avaliacédo da
antigenicidade de proteinas recombinantes de M. hyopneumoniae em E. coli, visando o
desenvolvimento de uma vacina de subunidade contra a PES. Com esta finalidade,
guatro genes foram amplificados por PCR, clonados e expressos em E. coli. Um dos
genes foi submetido a mutacéo sitio-dirigida, onde um cédon TGA foi substituido por
TGG. Trés proteinas recombinantes - uma proteina paraloga a P102, e duas
proteinas hipotéticas - foram purificadas por cromatografia de afinidade. Em ensaio
de Western blot, todas as proteinas recombinantes reagiram quando confrontadas
com anticorpo anti-histidina. Estas proteinas também foram reconhecidas por
anticorpos presentes no soro de suinos naturalmente e experimentalmente
infectados com 0 M. hyopneumoniae indicando serem candidatas promissoras para o
desenvolvimento de uma vacina de subunidade.

Palavras-chave: Mycoplasma hyopneumoniae, clonagem, purificacdo de proteinas,
vacina recombinante, Western blot.



ABSTRACT

GALLI, Vanessa. Production and antigenicity evaluation of Mycoplasma
hyopneumoniae recombinant proteins. 2008. 35f. Trabalho de Concluséo de Curso.
Instituto de Biologia. Curso de Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

The Porcine Enzootic Pneumonia (PEP) is a contagious respiratory illness, with large
distribution, caused by the fastidiosus bacterium Mycoplasma hyopneumoniae. Available
vaccines offer only partial protection and present high cost of production. A few
antigens have being tested in different systems of vaccination, however, only two of
these have been tested in imunnoprotection assay in swine and none of them was
more efficient than the commercial bacterin for the control of the PEP. The m.
hyopneumoniae does not use the universal genetic code and this difference has
hampered the expression of genes of M. hyopneumoniae containing TGA codons in
Escherichia coli, the heterologous system normally used in laboratory. The objective of
the present work was to product and evaluate the antigenicity of recombinant
proteins of M. hyopneumoniae in E. coli, aiming at the development of a subunit vaccine
against the PEP. Four genes have been amplified by PCR, cloned and expressed in
E. coli. One of these genes was submitted to the site-directed mutagenesis, where
one TGA codon was replaced by TGG. Three recombinant proteins — a P102-
paralogous and two hipotetical proteins — were purified by affinity chromatography.
All of them reacted with anti-histidine antibody in a Western blot assay. Also, these
proteins were recognized by antibodies present in the serum of swine naturally and
experimentally infected with the M. hyopneumoniae, being promising candidates to
develop a subunit vaccine.

Keywords: Mycoplasma hyopneumoniae, cloning, protein purification, recombinant vaccine,
Western blot.
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