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1 INTRODUÇÃO 
 
A pneumonia enzoótica suína (PES) é uma doença respiratória contagiosa 

associada ao patógeno primário Mycoplasma hyopneumoniae. Os animais 
acometidos apresentam uma broncopneumonia catarral devido à destruição do 
elevador mucociliar, que é o principal mecanismo de imunidade inata do trato 
respiratório, pré-dispondo os suínos a infecções secundárias oportunistas. Devido às 
perdas econômicas significativas, a PES é considerada uma doença de grande 
relevância para a produção mundial de suínos (Debey & Ross, 1994). 

Estudos demonstraram que o processo de ancoramento do M. 
hyopneumoniae aos cílios da mucosa do trato respiratório suíno é auxiliado por uma 
adesina espécie específica chamada P97. A adesão do patógeno é mediada pela 
porção C-terminal da P97, uma região repetitiva denominada R1 (Hsu, 1998). 

Microesferas magnéticas conjugadas com proteína A tem sido 
frequentemante utilizadas em aplicações biotecnológicas, tal como na separação 
imunomagnética (IMS). Para a realização da IMS, anticorpos policlonais ou 
monoclonais, específicos para antígenos de superfície conservados, são adsorvidos 
na superfície das microesferas, possibilitando a separação e concentração de 
agentes patogênicos a partir de alimentos ou amostras biológicas (Moreira, 2008). 

Este trabalho descreve a produção e a avaliação de anticorpos policlonais 
contra a região R1 da P97, visando a sua utilização em ensaios de detecção e 
isolamento de M. hyopneumoniae. 

 
2 METODOLOGIA (MATERIAL E MÉTODOS) 

 
A sequência codificadora para a região R1 da P97 de M. hyopneumoniae foi 

amplificada por PCR e clonada em plasmídeo de expressão em Escherichia coli 
segundo Conceição et al. (2006), visando a obtenção da proteína recombinante para 
a produção do anticorpo policlonal em camundongo. 

A produção dos anticorpos policlonais foi realizada conforme Cevenini et al. 
(1991). Os anticorpos obtidos do fluído ascítico foram purificados por cromatografia 
de afinidade em coluna de proteína G-Sepharose (GE Healthcare Company, USA) 
seguindo as instruções do fabricante e a concentração final mensurada em 
espectrofotômetro a 280 nm. 

Após a purificação dos anticorpos policlonais, a amostra foi titulada através 
de ELISA indireto utilizando como antígeno 5 mg/mL da R1 recombinante para a 
sensibilização da placa. 

Para caracterizar os anticorpos policlonais anti-R1, um DOT BLOT com 
extrato de M. hyopneumoniae foi realizado. Duas cepas foram utilizadas no 



 

experimento: a cepa 7448 e um isolado da Universidade de São Paulo, denominado 
cepa USP. Como controle positivo foi usado R1 recombinante, a quimera 
recombinante LTB-R1 (Conceição et al., 2006) e um anticorpo monoclonal anti-R1. 
Como controle negativo foi utilizado soro normal de camundongo. 

Realizados os testes imunológicos com os anticorpos policlonais, estes 
foram adsorvidos a partículas magnéticas de poliestireno (Bangs Laboratories Inc., 
Fishers, IN) conforme instruções do fabricante. Brevemente, as partículas foram 
lavadas com ajuda de um separador magnético e ressuspendidas em 1 mL de 
tampão borato (pH 8.2, 50 mM) contendo 1,2 mg de anticorpo. O complexo de 
partículas e anticorpos foi adicionado a um cultivo de 14 dias de M. hyopneumoniae 
por 3 horas. A seguir, as partículas foram lavadas até a remoção das bactérias não 
ligadas. O DNA do produto imunoseparado foi extraído com Bacterial Genomic DNA 
extraction (GE Healthcare) ou com solução de extração contendo 0,125% de SDS e 
50 mM de NaOH seguido de fervura por 15 min. Para confirmar a captura do M. 
hyopneumoniae, uma Nested-PCR foi realizada (Casamiglia et al., 1999). No 
controle negativo foi adicionado água e no positivo DNA de M. hyopneumoniae cepa 
7448. O produto de cada PCR foi corado com gel red, submetido à eletroforese em 
gel de agarose 0,8% e visualizado em luz UV. 

 
3 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 
Os anticorpos policlonais anti-R1 apresentaram título elevado, já que foram 

verificadas reações no ELISA indireto até a diluição 1:512.000. Os resultados 
obtidos no DOT-BLOT mostram que o anticorpo policlonal anti-R1 foi capaz de 
reconhecer a proteína nativa de M. hyopneumoniae, como podemos observar na 
Figura 1, demonstrando potencial para ser utilizado em separação imunomagnetica.  

 

 
Figura 1. Reações obtidas com a técnica de DOT-BLOT usando os anticorpos contra R1. 1- 

rR1 e Ac policlonal; 2- rR1 e Ac monoclonal; 3- rLTB-R1 e Ac policlonal; 4- rLTB-R1 e Ac monoclonal; 
5- Cepa USP e Ac policlonal; 6- Cepa USP e Ac monoclonal; 7- Cepa 7448 e Ac policlonal; 8- Cepa 
7448 e Ac monoclonal; 9- Controle negativo. 

 
A técnica de imunosseparação foi realizada com sucesso, havendo a 

confirmação da captura da bactéria através da amplificação por Nested-PCR de um 
fragmento do rRNA 16S de M. hyopneumoniae. A extração de DNA utilizando o kit 
comercial mostrou-se mais eficiente do que a utilização de tampão de extração 
seguido de fervura (Fig. 2).  

 



 

 
Figura 2. Eletroforese em gel de agarose 0,8%, realizada com os produtos da Nested-PCR. 

As colunas de 1 a 5 representam a primeira reação de amplificação utilizando os primers mais 
externos ao gene 16S rRNA. As colunas 7 a 11 representam a segunda reação de amplificação 
utilizando os primers mais internos ao gene 16S rRNA. Colunas 1 e 8 controle negativo, 2 e 9 controle 
de contaminação da bancada, 3 e 7 controle positivo, 4 e 10 IMS com DNA extraído com SDS; 5 e 11 
IMS com DNA extraído com kit. Colunas 6 e 12, marcador de massa molecular 1 kb Plus (Invitrogen). 

 
4 CONCLUSÕES 

 
Os anticorpos policlonais produzidos neste estudo foram capazes de 

reconhecer a região R1 da proteína P97 nativa, mostrando-se eficientes na captura 
de M. hyopneumoniae através de um sistema de separação magnética. Além disso, 
eles poderão ser utilizados em outras técnicas imunológicas, como 
imunohistoquímica e imunofluorescência. 
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