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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pos-graduacdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

PRODUC;AO E CARACTERIZAQAO DE UMA QUIMERA
RECOMBINANTE DE PROTEINA DE SUPERFICIE DE Campylobacter
fetus

AUTORA: Claudia Balzan
ORIENTADORA: Agueda Castagna de Vargas
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 23 de Fevereiro de 2015.

A campilobacteriose genital bovina (CGB) € uma importante enfermidade de carater
venéreo, causada por Campylobacter fetus subsp. venerealis e que acarreta perdas
econdmicas por causar problemas reprodutivos nos rebanhos bovinos. Esse
patdgeno possui proteinas de superficie (SapA), as quais sdo consideradas
importantes na patogenia desta enfermidade por apresentar variagcdo antigénica e
serem responsaveis pela persisténcia da infeccdo no trato genital bovino. O
diagnéstico laboratorial da CGB envolve procedimentos fastidiosos de colheita de
material e de seu processamento. Com o intuito de facilitar as analises laboratoriais,
este estudo objetivou a padronizacdo dos processos de producéo e caracterizagao
de uma proteina quimérica recombinante. Desenhou-se um gene sintético quimérico,
denominado sapAN78 a partir de sequéncias da Sap de C. fetus disponiveis
publicamente. O fragmento foi clonado no plasmideo pAE e expresso em
Escherichia coli BL21(DE3) pLySs. A quimera recombinante de aproximadamente 60
kDa foi obtida como corpos de incluséo, solubilizada em tamp&o contendo ureia e
purificada por cromatografia de afinidade ao niquel (Ni*?). Apés a proteina foi
submetida a didlise lenta e realizada a sua caracterizacéo. Esta foi reconhecida por
Western blot com anticorpo monoclonal anti-polihistidina, por anticorpos presentes
no soro de bovinos vacinados para CGB e por Dot blot a rSapAn78 foi reconhecida
por soros de bovinos e soro hiperimune produzido em coelho. Assim, expresséo e
caracterizacdo de uma proteina de superficie na sua forma recombinante para o
diagnoéstico desta enfermidade torna a analise das amostras mais prética e
acessivel. Considerando tais resultados, essa nova proteina possui potencial
aplicacdo em métodos menos laboriosos de diagnéstico para a deteccdo de
campilobacteriose em bovinos.

Palavras-chave: Campilobacteriose genital bovina, proteina recombinante,
purificagéo.
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Bovine genital campylobacteriosis (BGC) is an important venereal disease,
caused by Campylobacter fetus subsp. venerealis and related economic losses since
it cause reproductive problems in cattle herds. SapA is a surface protein important for
the pathogenesis of this bacterium by presenting antigenic variation and be
responsible for the persistence of the infection in bovine genital tract. In order to
facilitate the laboratory diagnosis of BGC, which involves labor - intensive procedures
for collecting and processing the samples, this study aimed to standardize the
production of a recombinant chimeric protein and also evaluate their potential as a
tool for enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for sorological diagnosis of
BCG in herds. The conserved region of nine homologous sequences of C. fetus sapA
gene publicly available was used to design a chimeric synthetic gene, called
sapAN78, with 1587 base pairs. The fragment was cloned into pAE plasmid and
expressed in Escherichia coli BL21(DE3) pLysS. The recombinant chimera (=60 kDa)
was obtained as inclusion bodies, solubilized in a buffer containing urea and purified
by nickel affinity chromatography (Ni*?). The protein was recognized by Western
blotting with monoclonal polyhistidine antibodies and with sera from CGB vaccinated
cattle and by Dot blotting using bovine sera and hyperimmune serum produced in
rabbits. Indirect ELISA based on the recombinant protein purified has been
standardized and tested 219 sera samples from cattle. The sensitivity and specificity
of this assay were 90.91% and 89.78%, respectively. Therefore, rSapAn78 has
potential as antigen for indirect ELISA for serological diagnosis of C. fetus in cattle.

Key words: Bovine genital campylobacteriosis, recombinant protein, purification.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui 0 maior rebanho bovino do mundo, com 217 milhdes de
cabecas (FAO, 2013) e ocupa as posi¢coes de terceiro produtor mundial de carne
bovina (FAO, 2012), além de estar entre os maiores produtores mundiais de leite e
exportadores de carne bovina. A producéo de leite no Brasil também é destaque,
com 32 milhdes de litros em 2013 (FAO, 2012). Sendo assim, a pecuaria bovina no
Brasil apresenta uma grande importancia econémica, contudo elevados indices
produtivos nem sempre sdo alcancados devido aS falhas reprodutivas decorrentes
de problemas nutricionais, de manejo, genéticos e sanitarios.

Segundo Bellows, Ott e Bellows (2002), as doencas reprodutivas resultam em
perdas econdémicas na criacdo de bovinos, principalmente causadas pela diminuigao
da producado e retardo na reproducdo, bem como pelo aumento nos custos dos
tratamentos preventivos. Algumas dessas enfermidades sdo causadas por agentes
patogénicos exclusivamente venéreos, nesta categoria se encaixa a
campilobacteriose genital bovina (CGB). A CGB é responsavel por extensos
problemas reprodutivos em paises onde a doenca é endémica (MSHELIA et al.,
2012), por ocasionar infertilidade e abortos (GIVENS, 2006).

Em rebanhos de corte, quando ndo ha controle dos indices zootécnicos, as
perdas reprodutivas com a CGB podem ficar despercebidas inicialmente
(BONDURANT, 2005). J& em bovinos de leite, Roberts (1986 apud AKHTAR et al.,
1993) afirma que a primeira indicagdo de doencas venéreas no rebanho € o
aumento de intervalos entre partos-concepcao ou do repasse com touro até a
prenhez, além da producdo de leite reduzir 7% em vacas positivas para C. fetus
guando comparadas com vacas negativas (AKHTAR et al., 1993).

A CGB é uma doenca infecciosa de transmissdo sexual, causada pela
bactéria Campylobacter fetus subespécie venerealis, apresenta distribuicdo mundial
e pertence a lista de doencas de notificacdo obrigatéria ao comércio internacional de
animais ou produtos de origem animal da Organizagdo Mundial da Saude Animal
(OIE, 2015).

Conforme a OIE as técnicas para o diagndstico de C. fetus, sdo o seu

isolamento em meio de cultura e
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identificag8o por testes bioquimicos; imunofluorescéncia; ensaios imunoenzimaticos
(ELISA - Enzyme Linked Immunosorbent Assay) e identificacdo molecular (OIE,
2008). Uma vez que o habitat natural do C. fetus subsp. venerealis é o trato genital
bovino, as amostras preconizadas para estes diagndsticos sdo muco vaginal,
esmegma prepucial e sémen, placenta e fetos abortados (OIE, 2008). Devido as
dificuldades na coleta desse material e no armazenamento correto, assim como a
baixa disponibilidade de laboratorios capazes de realizar o diagnéstico recomendado
para C. fetus, poucas amostras sdo encaminhadas para diagnostico e a prevaléncia
da CGB é subestimada (HUM et al. 1997, BONDURANT 2005, VAN BERGEN et al.
2005a, ALVES et al. 2011). Além disso, o diagnéstico convencional da CGB
normalmente € laborioso e demorado. Uma particularidade da CGB é a persisténcia
de C. fetus no aparelho genital de bovinos infectados por longos periodos e esta é
associada as falhas nos mecanismos de defesa e estas se devem principalmente
pela variacdo nas proteinas de superficie do micro-organismo (CORBEIL et al.,
1975; FAGAN & FAIRWEATHER, 2014). Essas proteinas de superficie (Surface
Array Proteins - Sap) compdem externamente o envelope celular do C. fetus com
importante papel na patogénese da CGB (MCCOY et al.,, 1975; WINTER &
CAVENEY, 1978; FAGAN & FAIRWEATHER, 2014).

Devido as dificuldades envolvidas no diagnostico convencional da CGB,
métodos alternativos para diagndéstico, baseados em amostras de mais facil colheita
vém sendo estudados nos ultimos anos. ZHAO e colaboradores (2010)
desenvolveram um ELISA indireto com proteina recombinante, obtendo bons
resultados. Esta técnica € simples, de rapida execuc¢éo e de baixo custo, bem como
pode ser utilizada em larga escala (Crowther 2001).

A disponibilidade de métodos sorologicos para deteccdo da CGB pode facilitar
o diagnostico convencional da enfermidade e com base no conhecimento das
caracteristicas da proteina SapA, o0 presente estudo objetiva a producéo,
caracterizacéo e verificacdo do potencial de uma nova proteina recombinante tendo

em vista o desenvolvimento de um teste diagndstico soroldgico para CGB.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Campylobacter fetus

Ao género Campylobacter pertencem espécies de bactérias causadoras de
enfermidades em humanos e animais, sendo que nos animais domeésticos sao
encontradas no trato genital e intestinal (VERON & CHATELAIN, 1973; SKIRROW,
1994; QUINN et al., 2011). Esses micro-organismos sdo bacilos Gram-negativos
curvos com 0,2 a 0,5 um de largura, moéveis com flagelos polares, oxidase positiva e
com reacdes de catalase variaveis (VAN BERGEN, 2005; QUINN et al., 2011).
Microaerdfilos, geralmente requerem concentracdes de oxigénio entre 3 e 15% e
concentracbes de dioxido de carbono de 3 a 5%; apenas algumas espécies sao
aerotolerantes e podem crescer na presenca de oxigénio (HOLT et al.,, 1994).
Geralmente Campylobacter fetus cresce em temperaturas entre 25 °C e 37 °C, mas
nao em 42 °C (VAN BERGEN, 2005) e séo fastidiosos.

Dentre as espécies do género Campylobacter, C. fetus é bastante estudado
como patdogeno em bovinos e ovinos e subdivide-se em duas subespécies pelas
caracteristicas de habitat, transmissdo, manifestacdo clinica e identificacédo
fenotipica laboratorial, C. fetus subsp. fetus e C. fetus subsp. venerealis (VERON &
CHATELAIN, 1973). Estes sao fenotipicamente diferenciados, conforme Holt et al.
(1994), com testes de tolerancia a glicina 1% e producdo de sulfeto de hidrogénio
(H2S), sendo C. fetus subsp. fetus positivo em ambos o0s ensaios (isto é, sao
tolerantes a glicina e produzem H,S), e C. fetus subsp. venerealis é negativo em
ambos os testes. C. fetus subsp. venerealis ainda apresenta um biovar, classificado
por caracteristicas bioquimicas, denominado C. fetus subsp. venerealis biovar
Intermedius (VERON & CHATELAIN, 1973).

C. fetus subsp. fetus € comensal do trato gastrointestinal, sendo agente de
aborto em ovinos e abortos esporadicos em bovinos (FLORENT, 1959 apud
SKIRROW, 1994), enquanto C. fetus subsp. venerealis € encontrado exclusivamente
no trato genital de bovinos e relacionado com infertilidade e abortos, sendo de
transmissdo exclusivamente venérea (HUM, QUINN & KENNEDY, 1994).
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A variacao no antigeno O do lipopolissacarideo (LPS) € a base do esquema
de sorotipagem de C. fetus e dois principais sorotipos, denominados A e B, sao
reconhecidos (DWORKIN, TUMMURU & BLASER, 1995; PEREZ-PEREZ, BLASER
& BRYNER, 1986; TU, HUI & BLASER, 2004; VAN BERGEN, 2005). Campylobacter
fetus subsp. fetus possui os sorotipos A e B e Campylobacter fetus subsp. venerealis

somente o0 sorotipo A.

2.1.1 Fatores de viruléncia

As pesquisas atuais sobre a patogenicidade de espécies de Campylobacter
concentram-se em analise gendmica para a identificagdo de genes de viruléncia
(FOUTS et al., 2005; MOOLHUIJZEN et al., 2009). Nas subespécies de C. fetus,
conforme Moolhuijzen et al. (2009), estes fatores de viruléncia foram claramente
identificados como classes de genes codificadoras de proteinas que correspondem a
fatores de viruléncia, tais como de proteinas de superficie, aderéncia bacteriana,
motilidade, toxina e resisténcia, sistemas de regulacao e secrecéao.

A ligacdo de patdgenos bacterianos as células epiteliais € um pré-requisito
para a invasdo de células hospedeiras e subsequente translocacdo para as
camadas mais profundas da mucosa. A forma espiral da célula e a motilidade saca-
rolhas conferida pelo flagelos de C. fetus sdo necessarios para colonizar e
atravessar a barreira de muco que cobre o epitélio (SPRENGER, ZECHNER &
GORKIEWICZ, 2012). O flagelo foi demonstrado ser um importante adesina de C.
jejuni e pode ter uma funcdo semelhante em C. fetus. Os genomas das duas
subespécies de C. fetus alberga homdlogos da adesina PEB1, que € um proteina de
membrana exterior e importante na aderéncia as células epiteliais (SPRENGER,
ZECHNER & GORKIEWICZ, 2012).

C. fetus subsp. venerealis tem um tropismo particular por células de bovinos,
0 que pode ser devido a uma ilha gendmica original nesta subespécie que contém
0S genes que codificam os componentes de um sistema de secrecdo de tipo IV

(GORKIEWICZ et al., 2010). Supde-se que esta ilha foi originalmente adquirida
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como um elemento genético mével e esta aquisicdo pode ter sido importante para o
desenvolvimento do tropismo de C. fetus subsp. venerealis pelo trato genital bovino.

Abril e colaboradores (2007) relataram a presenca de uma sequéncia de
insercao original (ISCefl), altamente conservada em C. fetus subsp. venerealis e
relacionada com a tolerdncia a glicina, com potencial para se diferenciar as
subespécies e auxiliar no entendimento da evolucdo e patogénese.

McCoy e colaboradores (1975) foram os primeiros a descrever a presenca de
uma microcapsula denominada camada S, que € formada por arranjos de
subunidade de peptideos conhecidos como proteinas Sap (Surface array proteins).
Estas compdem externamente o envelope celular do C. fetus e sao reconhecidas
como importantes na patogénese da CGB (MCCOY et al., 1975; WINTER &
CAVENEY, 1978; FAGAN & FAIRWEATHER, 2014). Devido a isso sédo candidatas
potenciais para o desenvolvimento de métodos sorolégicos de diagnéstico e,
segundo Pei et al. (1988), para utilizacdo em vacinas.

2.1.1.1 Proteinas de superficie

As proteinas de superficie (camada S) sdo algumas das proteinas mais
abundantes na célula bacteriana (SLEYTR & BEVERIDGE, 1999) e compde
externamente o envelope celular (VAN BERGEN, 2005). S&o subunidades proteicas,
em arranjos regulares e que recobrem o LPS da bactéria, tornando-o inacessivel as
defesas do hospedeiro (GARCIA et al.,, 1995). As subunidades da Sap sé&o
secretadas na auséncia de uma sequéncia sinal N-terminal e ligam-se
especificamente ao tipo A ou B do LPS de C. fetus (YANG et al., 1992; VAN
BERGEN, 2005), sendo esta também uma forma de classificacdo da espécie.

As proteinas de superficie (Surface array protein - Sap) de C. fetus, também
conhecidas como S-layer, demonstram ser responsaveis pela resisténcia deste
micro-organismo a atividade bactericida e fagocitica do hospedeiro (MCCOQY et al.,
1975; BLASER, 1993; RAY et al., 2000), além de sua localizag&o superficial sugerir
que € um importante mediador na interacdo com o hospedeiro (BLASER &
GOTSCHLICH, 1990) e na persisténcia do patégeno no trato reprodutivo (CORBEIL
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et al.,, 1975). Algumas espécies de bactérias apresentam variacdo genética na
expressdo da Sap e o melhor exemplo desta situacao é C. fetus, no qual a variacéo
de camada S é muito bem caracterizada (FAGAN & FAIRWEATHER, 2014).

Um aspecto particular das proteinas de superficie em C. fetus € o fato de que
uma Unica bactéria pode produzir até trés proteinas, com massa molecular variando
de 97 a 149 kDa, sendo normalmente uma destas dominante (PEI et al., 1988;
DUBREUIL et al., 1990; FUJIMOTO et al., 1991; DWORKIN, TUMMURU & BLASER,
1995a; DWORKIN, TUMMURU & BLASER, 1995b). As proteinas preditas
demonstram altos niveis de identidade nos aminoacidos na regido aminoterminal,
mas apresentam variacdo na regido carboxiterminal, a ligacdo ao LPS ocorre na
regido conservada (SPRENGER, ZECHNER & GORKIEWICZ, 2012).

Em estudos recentes, TU et al. (2003) determinaram a existéncia de oito
copias homodlogas completas do gene sapA e uma cOpia homodloga parcial no
cromossomo bacteriano. Conforme Tummuru & Blaser (1992), a expressédo dos
homologos de sap ocorre a partir de um Unico promotor e este tem sua atividade
reduzida em 32°C quando comparada com 37°C, sugerindo que a expressao da Sap
seja mais eficiente nas condigbes ambientais do hospedeiro (SPRENGER,
ZECHNER & GORKIEWICZ, 2012; KIENESBERGER et al., 2010).

Durante a infeccdo ocorrem amplos rearranjos cromossomicos de alta
frequéncia no DNA, que envolvem inversdo e recombinacdo para a mudanca
fenotipica e expressédo de Sap homoélogas alternadas na superficie da célula, o que
resulta em uma camada S antigenicamente distinta (TUMMURU & BLASER, 1993;
BLASER et al., 1994; TU, HUI & BLASER, 2001; VARGAS et al., 2002). Vargas e
colaboradores (2002) encontraram variacdes de exibicdo nos padrdes eletroforéticos
de Sap apds diferentes amostragens em todos C. fetus subsp. venerealis isolados
de bovinos com infec¢cBes persistentes. Isso decorre da modificacdo em epitopos
dominantes durante a persisténcia da bactéria no aparelho genital (WANG et al.,
1993; GARCIA et al., 1995).

Assim, denota-se a importancia das proteinas de superficie para C. fetus

subsp. venerealis e para a manutencdo da CGB nos rebanhos bovinos.
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2.2 Campilobacteriose Genital Bovina

A CGB é responsavel por perdas econdmicas com descarte e necessidade de
reposicdo de animais subférteis (fémeas repetidoras de cio e touros contaminados),
custo de sémen, queda na producdo de bezerros e aumento do intervalo entre
partos (BELLOWS, OTT & BELLOWS, 2002; BONDURANT, 2005). Na Nigéria,
Mshelia e colaboradores (2012) afirmam que aproximadamente 520 mil bovinos séo
afetados pela CGB com prejuizo direto de 8,5 milhdes de ddlares pelos abortos e
baixa fertilidade.

A enfermidade é de distribuicdo mundial, com incidéncia elevada nos paises
em desenvolvimento, onde a reproducdo natural dos animais € amplamente
praticada (MSHELIA et al.,, 2010). Dados recentes da Organizacdao Mundial da
Saude Animal (OIE, 2014) mostram a presenca da CGB em paises como Argentina,
Brasil, Colémbia, Uruguai, Austrélia, Nova Zelandia, Reino Unido, Africa do Sul e Ir4.

No Brasil, a CGB € considerada uma importante causa de falhas reprodutivas
nos rebanhos bovinos (FIGUEIREDO et al. 2002; VARGAS et al. 2002, LEAL et al.,
2012), principalmente por ocasionar, segundo Givens (2006), infertilidade temporaria
e morte precoce do feto ou embrido (geralmente entre 0 30° e 70° dias de gestacao).
A prevaléncia da CGB em bovinos de corte no ano de 2000 em 12 estados
brasileiros com a maior producdo de bovinos do pais foi estimada como atingindo
19,7% dos animais em 50,8% das propriedades criadoras (MIRANDA , 2005). No
entanto, esta doenca permanece subdiagnosticada nos rebanhos, isto por causa da
auséncia de diagndstico sistematico, associado as dificuldades de colheita, envio e
analise laboratorial de amostras clinicas e ao pequeno namero de laboratorios com
capacidade técnica para a realizacéo do diagnéstico (ALVES et al., 2011).

Os fatores de risco considerados mais importantes para a ocorréncia de CGB
sao a utilizacdo de monta natural como manejo reprodutivo (MSHELIA et al., 2012),
uso de touros com idade superior a 4-5 anos de idade e presenca de touros sem
controle sanitario para CGB (HOFER, 1981; BONDURANT, 2005), a utlizacdo de
touros de repasse (STYNEN et al., 2003) e sémen sem controle de qualidade
(BONDURANT, 2005).
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A historia clinica é de rebanhos com baixas taxas de concepcédo, sendo que
nos recentemente expostos a CGB estas podem ser 50% mais baixas do que a taxa
esperada, conforme Dedie et al. (1982 apud BONDURANT, 2005). Novilhas e vacas
recém introduzidas no rebanho séo os principais grupos de risco, nas quais 0s sinais
clinicos sdo mais acentuados devidos aos baixos niveis de imunidade (HOFFER,
1981).

Em criacbes de bovinos de corte, segundo Miranda (2005), o sistema
extensivo de producao aliado ao sistema de monta o ano inteiro, constitui importante
fator para manutencdo da doenca, pois a disseminagédo da CGB em propriedades
que utilizam a monta natural é dependente da porcentagem de touros infectados
utilizados na monta e da relagéo touro/vaca (numero de coberturas realizadas).

Em bovinos leiteiros é mais difundido o uso da inseminacéo artificial,
entretanto muitas propriedades utilizam touros para repasse e Bondurant (2005)
afirma que nesses casos a primeira indicacdo de doencas venéreas no rebanho é o
aumento de intervalos entre partos-concep¢do ou o aumento do intervalo entre a
colocacao de vacas no repasse com touro até a prenhez.

Em touros, a infeccdo por C. fetus subsp. venerealis ndo esta associada a
manifestacdo de sinais clinicos, alteracdes na qualidade do sémen ou
anormalidades genitais (BIER et al., 1977b) e o micro-organismo abriga-se nas
criptas epiteliais do preplcio. A transmissdo para as fémeas € no momento da
monta natural com touro infectado ou inseminacao artificial com sémen contaminado
e a bactéria distribui-se na mucosa da vagina, cérvix, Utero e tubas uterinas
(BONDURANT, 2005). Cerca de um terco das vacas infectadas tornam-se
portadoras (QUINN et al., 2011) e o macho se contamina através da monta com
vacas doentes (HOFFER, 1981).

O micro-organismo coloniza persistentemente a cavidade prepucial do touro,
impedindo-o de elaborar uma resposta imunitéaria eficaz e assim este permanece
como portador assintomatico (VAN BERGEN, 2005). Touros velhos (acima dos 5
anos), segundo Samuelson & Winter (1966 apud HOFFER, 1981), apresentam maior
probabilidade de serem portadores pois tém pregas prepuciais mais profundas onde
0s agentes encontram condigdes favoraveis e se albergam. A infeccdo pode persistir

por meses a anos em touros velhos (BIER et al., 1977Db).
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Apds a monta estabelece-se uma infecdo ascendente nas fémeas e em 12 a
14 dias o micro-organismo distribui-se desde a vagina/cérvix até aos cornos uterinos
(CORBEIL, 1999; BONDURANT, 2005; YAEGER & HOLLERY, 2007), com o
desenvolvimento de endometrite e salpingite durante a fase progestacional do ciclo
estral, quando ambos 0s numeros e a atividade de neutréfilos declinam (VAN
BERGEN, 2005; QUINN et al., 2011). C. fetus subsp. venerealis ndo interfere com o
processo de fertilizacdo e desenvolvimento embrionario inicial, entretanto a
endometrite impede a implantacdo do embrido (HOFFER, 1981), seguindo-se a
mortalidade embrionaria precoce. Apés a invasao uterina, em um periodo de 3 a 6
meses, a vaca pode permanecer permanece infértii e fonte de infecdo (VAN

BERGEN, 2005) e apos a imunidade natural pode se desenvolver.

2.3 Resposta imune a CGB

A imunidade predominante em animais infectados por C. fetus é local
(CORBEIL et al., 1974b), sendo relatadas diferencas entre machos e fémeas nos
estudos imunologicos realizados.

Nas fémeas, quarenta a 60 dias apdés a infeccdo inicia-se a producdo de
anticorpos na vagina e Utero (CORBEIL et al., 1974b). Nas secrecdes prepuciais de
touros sadios predomina IgG seguida de IgA (BIER et al., 1977a), mas em touros
infectados com C. fetus subespécie venerealis a resposta de anticorpos séricos foi
indetectavel (VASQUEZ et al.,, 1983) e a infiltracdo de linfécitos e células
plasmaticas subepiteliais € semelhante no prepucio e pénis de touros infectados e
nao infectados (BIER et al, 1977a; SAMUELSON E WINTER, 1966 apud HOFFER,
1981).

Segundo Corbeil (1999), na vagina predomina a IgA e esta pode limitar a
disseminacgdo da infeccdo; j& no Utero sdo produzidas IgGs e estas opsonizam 0s
organismos patogénicos, facilitando a fagocitose pelos neutréfilos e células
mononucleares.

Como a CGB é causada por um agente patogénico extracelular seria

esperado encontrar predominantemente uma resposta imune humoral a partir do
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hospedeiro (CORBEIL et al., 1974b) e é provavel que o tipo de resposta humoral é
responsavel pela curta duracdo da imunidade (BONDURANT, 2005).

A situacdo de vacas portadoras se deve a evasao da resposta imune local, a
qual Corbeil (1999) atribui a fatores como a relativa falta de resposta espontanea de
IgG na vagina, possivel bloqueio dos efeitos da IgG vaginal por ligacdo de IgA nos
micro-organismos e também pela variacdo dos antigenos de superficie do micro-
organismo frente a resposta imune local. Nos touros as infec¢des séo persistentes e
este é um portador assintomatico, indicando que a imunidade durante a inflamacéo
nao elimina os micro-organismos da mucosa (COBO, CORBEIL & BONDURANT,
2011).

Uma vez determinado o estado de portador vaginal prolongado para C. fetus
subsp. venerealis, a vaca permanece com a vagina infectada, mas o Utero estara
livre da infeccdo (BONDURANT, 2005). Isso possibilita o retorno da fertilidade na
vaca, em muitos casos, e pode ter a duracdo de até 2 anos, na auséncia de maior
estimulacdo antigénica (CORBEIL et al., 1974b). Nos touros, a persisténcia da
bactéria no trato genital inferior também é atribuida a evasdo da resposta imune
(CORBEIL et al., 1975; VARGAS et al., 2002).

A reducdo de fertilidade no rebanho néo € visivel de imediato e a sua suspeita
s6 se verifica depois de calculada a taxa de gestacdo ou durante a época de partos,

guando estes se estendem por um longo periodo (BONDURANT, 2005).

2.4 Diagnostico da CGB

As subespécies de C. fetus mostram diferentes adaptacdes ao tecido
hospedeiro, no entanto, em nivel genético elas sédo praticamente indistinguiveis
(MOOLHUIJZEN et al., 2009). Poucos genes alvos foram definidos para a
diferenciacdo das subespécies de C. fetus, com membros das subespécies
mostrados com 86% de semelhanca com base em perfis de PFGE-DNA (ON &
HARRINGTON, 2001). Outro maneira de diferenciar as subespécies € com a
utilizacdo de genes de rRNA 16S, uma vez que estas sdo sensiveis a pequenas

mutacdes, permanecem focos para variagbes e sdo reguladores evolutivos Uteis
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para estimar as relacdes entre organismos (HANSSON et al., 2008; RASKIN et al.,
2006). Alinhamento de sequéncias revelou que o genoma das subespécies de C.
fetus sdo altamente sinténicos, com 92,9% de identidade média (KIENESBERGER
et al., 2014).

Para o diagnéstico laboratorial da CGB € necessario a colheita de material
dos animais suspeitos. Conforme manual da OIE (2008), em touros s&o
preconizadas amostras de esmegma ou lavado/raspado prepucial e do sémen e das
fémeas amostras do muco cérvico-vaginal. Além destes, amostras de fetos
abortados e placenta também podem ser colhidos.

Nas fémeas, pode ser colhido muco cervico-vaginal com pipeta de
inseminacao ou tampao absorvente (STYNEN et al. 2003; OIE, 2008). As amostras
prepuciais dos touros podem ser obtidas por raspagem, aspiracao ou lavagem com
solucdo salina estéril (OIE, 2008). Um aspecto importante a ser observado,
conforme Skirrow e Bondurant (1988), é a manutencdo dos touros em repouso
sexual por 7 a 15 dias antes da colheita do material e que trés coletas, com os
mesmos intervalos e ainda com o animal em descanso sexual, devem ser realizadas
para se aumentar a sensibilidade do diagnostico.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude Animal (OIE, 2008), a utilizagédo
de um meio de transporte é essencial para que as amostras que nao serao
processadas em laboratério no mesmo dia da coleta possam permanecer viaveis.
Meios de transporte enriquecidos (Lander, Foley e Clark) sdo indicados para
transportar as amostras e quando ndo ha disponibilidade destes meios deve-se
colocar o material colhido em recipiente isolado (temperaturas 4-10°C) e protegidas
da luz.

As técnicas para o diagnostico de C. fetus, conforme a Organizacdo Mundial
da Saude Animal (2008), sdo o isolamento em meio de cultura e identificacdo do
agente, imunofluorescéncia, testes imunoenzimaticos (ELISA - Enzyme Linked

Immunosorbent Assay - Ensaio imunoenzimatico) e identificacdo molecular.
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2.4.1 Isolamento e identificacdo do agente

O isolamento e identificacdo de C. fetus por cultivo microbiolégico é
considerado padrdo para diagnéstico da infeccdo (BROOKS et al., 2004). Entretanto,
o mesmo depende da qualidade de colheita da amostra, da forma como a mesma €
enviada ao laboratério e da viabilidade do micro-organismo. Espécies de
Campylobacter, segundo Quinn et al. (2011), sdo estritamente microaerofilicas e C.
fetus é de crescimento fastidioso, exigindo condi¢cdes atmosféricas estritas para o
cultivo e também meios seletivos e de enriquecimento.

A discriminacéo de isolados nas subespécies, conforme Quinn et al. (2011), é
baseada na morfologia colonial e em certas propriedades bioquimicas e
suscetibilidade a antimicrobianos. Conforme van Bergen et al. (2005a), coloracdo de
Gram, teste de catalase e atividade de oxidase sdo os testes mais frequentemente
utilizados nos laboratérios de diagndstico, seguidos pelo teste de motilidade. Ainda,
a diferenciacdo bioquimica de subespécies de C. fetus conforme o Manual Bergey’s
(HOLT et al., 1994), é principalmente pela sensibilidade aos antimicrobianos
(cefalotina e acido nalidixico), o crescimento em 25°C e 42°C e na presenca de
cloreto de sodio 3,5%, pela producgéo de H,S e a tolerancia a glicina 1%, sendo esta
Gltima a prova padrdo para diferenciacdo das subespécies (VAN BERGEN et al.,
2005a).

Entretanto, varios pesquisadores relatam duvidas quanto a diferenciacao
pelos testes fenotipicos acima citados (VAN DER GRAAF-VAN BLOOIS et al.,
2014). Primeiramente, C. fetus subsp. venerealis biovar intermedius é tolerante a
glicina (caracteristica antes atribuida somente a C. fetus subsp. fetus). Chang e Ogg
(1971) mostraram que a resisténcia da glicina pode ser influenciada pela transducao
de tolerancia a glicina por fagos. Quanto a resisténcia aos antimicrobianos, Vargas e
colaboradores (2003) afirmam que este carater pode ser adquirido através de
transducdo ou mutacoes.

Como o isolamento e identificacdo séo dificeis e exigem meios de cultivo e
atmosfera especiais, sdo poucos os laboratérios de diagndstico rotineiro de C. fetus.
Além disso, van der Graaf-van Bloois (2014) e colaboradores relatam em seu estudo

a inconsisténcia entre fenodtipos e caracteristicas gendmicas de amostras de C.
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fetus, estimulando uma avaliacdo critica da relevancia clinica de identificacdo de
subespécie de C. fetus por testes fenotipicos. Por isso, algumas técnicas como
imunofluorescéncia direta (IFD) e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) séo
também utilizadas para deteccdo da CGB combinadas com isolamento
microbiologico (VAN BERGEN et al., 2005a).

2.4.2 Imunofluorescéncia direta

A IFD pode ser aplicada para diagnostico direto do micro-organismo a partir
de amostras ou para confirmar a identificacdo de micro-organismos apds o
isolamento (VAN BERGEN et al., 2005a; OIE, 2008). E utilizada geralmente como
teste de triagem em amostras prepuciais (CIPOLLA et al., 2001).

No estudo de Figueiredo et al. (2002), a IFD demonstrou bom limite de
deteccdo (100 UFC/mL) em lavados prepuciais, boa sensibilidade e especificidade.
Estes resultados provam o uso de IFD como uma importante técnica de suporte para
o controle da CGB. Na Argentina, devido a implantacdo de um plano sanitario
nacional para controlar doencas venéreas em bovinos a partir de 1983, ha em torno
de 30 laboratérios que utilizam principalmente IFD para diagnosticar a CGB a partir
de amostras de touros (CIPOLLA et al., 2001). Esse plano sanitario obteve éxito no
controle da enfermidade, dada a reducéo na percentagem de CGB em rebanhos de
carne de cerca de 50% em 1983 para cerca de 15-18% no periodo 1997-1999
(CIPOLLA et al., 2001).

A IFD nao foi amplamente avaliada e os problemas relatados sdo quanto a
resultados falso-positivos devido a fluorescéncia inespecifica, pouca disponibilidade
de conjugado e a incapacidade para diferenciar as subespécies de C. fetus. Além
disso, os técnicos devem ser treinados e experientes para que o desempenho do
teste ndo seja prejudicado pela subjetividade (FIGUEIREDO et al., 2002).

2.4.3 Identificagdo molecular de C. fetus
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Os métodos de polimorfismo do comprimento de fragmentos amplificados
para tipagem (AFLP) (WAGENAAR et al., 2001) e Tipagem de Sequéncias
Multilocus (MLST) (VAN BERGEN et al. 2005b) diferenciam as duas subespécies
(fetus e venerealis) de forma confiavel, mas estes testes sdo trabalhosos e pouco
praticos para uso rotineiro (VAN DER GRAAF-VAN BLOOIS et al., 2013).

Uma plataforma preferida para o diagnostico de rotina é a técnica de PCR,
uma vez que este tipo de ensaio € rapido, simples e confiavel. Uma série de ensaios
de PCR tem sido desenvolvidos para identificar C. fetus (HUM et al., 1997; WANG et
al.,, 2002; TU et al., 2005; VAN BERGEN et al., 2005b; MCMILLEN et al., 2006;
ABRIL et al., 2007). Avaliacdo destas varias PCRs (VAN DER GRAAF-VAN
BLOOIS et al., 2013) demonstrou que s6 duas sao validas para identificacdo de C.
fetus em termos de sensibilidade e especificidade, entretanto necessitam do
isolamento da bactéria ou do cultivo da amostra em meio de enriquecimento para
extracdo do DNA.

Também foram desenvolvidos e séo utilizados ensaios de PCR multiplex
(HUM et al., 1997) e PCR em tempo real com sondas especificas (MCMILLEN et al.,
2006), capazes de diferenciar as duas subespécies.

Chaban e colaboradores (2012) utilizaram os iniciadores do PCR
convencional de Hum et al. (1997) aplicados a uma plataforma de PCR em tempo
real quantitativo para processamento direto de amostras prepuciais, visando
melhorar o ensaio original que tinha como fatores a baixa sensibilidade analitica. O
teste desenvolvido demonstrou-se sensivel e de baixo custo, entretanto o
processamento das amostras prepuciais para detecc¢éo direta € laborioso.

Visando a diferenciacdo das subespécies de C. fetus, McGoldrick e
colaboradores (2013) adequaram alguns métodos de PCR ja publicados (HUM et al.,
1997; CASADEMONT, CHEVRIER & GUESDON, 1998; MCMILLEN et al., 2006;
ABRIL et al.,, 2007) para PCR em tempo real e aprovaram dois destes como
complementares na rotina de caracterizacdo das subespécies quando h& duvidas

nos ensaios recomendados pela OIE (2008).
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2.4.4 Ensaios Imunoenzimaticos (ELISA)

Estudos anteriores para melhorias no diagnéstico da CGB contavam com
ELISA para deteccdo de IgA em amostras como muco cervical, aspirado prepucial e
conteudos de fetos abortados (HEWSON, LANDER & GILL, 1985; HUM et al., 1994;
DEVENISH et al., 2005; MSHELIA et al., 2010; PELLEGRIN et al., 2011). Esses
anticorpos foram escolhidos porque persistem por mais tempo e sua concentracao
permanece constante no trato genital por muitos meses (HUM et al. 1994).
Entretanto, problemas com sensibilidade e especificidade foram relatados por Hum e
colaboradores (1994) com ELISA para deteccdo de IgA, no qual utilizou o muco
vaginal de fémeas bovinas com suspeita de infec¢ao pelo C. fetus.

Brooks et al. (2004) e Devenish et al. (2005) utilizaram anticorpos
monoclonais contra o antigeno O do LPS de C. fetus, em ELISA de captura, mas
ndo obtiveram bom limite de deteccdo (10° a 10’ UFC/mL), tornando esta técnica
com anticorpos monoclonais viavel somente com um periodo de enriquecimento da
amostra de 4 a 5 dias.

Os antigenos utilizados para sensibilizar as placas eram a bactéria integra ou
obtidos por extracdo acida dos cultivos de C. fetus com a utilizagcdo de tampéo
glicina. Entretanto, essas amostras ndo séo de facil obtencdo e ha resultados falso-
positivos. Os principais problemas relativos as técnicas de ELISA desenvolvidas séo
limitagcdes na sensibilidade e/ou especificidade.

Zhao et al. (2010) desenvolveram e avaliaram um ELISA indireto altamente
especifico (94,3%) e sensivel (88,6%) para a deteccdo de anticorpos IgG contra C.
fetus em soros de bovinos validando como antigeno proteinas recombinante SapA-N
e SapA-C codificadas. Estes pesquisadores obtiveram sucesso na escolha da regiao
N-terminal da proteina SapA de uma cepa de campo, constatando sua
imunodominancia e a presenca de multiplos epitopos antigénicos relatados por
Wang et al. (1993).
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2.5 Diagnostico Diferencial

Outros agentes transmitidos por contato sexual ocasionam problemas
reprodutivos nos rebanhos e devem ser considerados para finalizar o diagnéstico. O
protozoario Tritrichomonas foetus, responsavel pela tricomonose genital bovina,
causa doenca com aspectos semelhantes a CGB e deve ser investigado como
diagnéstico diferencial (BONDURANT, 2005). Além deste, Bondurant (2005) e
Givens (2006) citam que ha Haemophilus somnus, Ureaplasma e outros
Mycoplasmas e em algumas condi¢cdes especiais, Leptospira spp, Brucella abortus e
doencas viricas como Diarreia Viral Bovina e Rinotraqueite Infecciosa Bovina
causando infertilidade e/ou abortos em rebanho bovinos. Nestes casos, sinais
clinicos e caracteristicas epidemiologicas devem ser levados em consideracdo com
os resultados de andlises laboratoriais (GIVENS, 2006). Outro micro-organismo
bastante semelhante ao Campylobacter no cultivo microbiolégico, porém com
crescimento em aerobiose, é o Arcobacter sp. (ETONSI, 2013) Este ultimo agente,
embora tenha sido isolado algumas vezes a partir de casos de aborto bovino (NEILL
et al., 1985; FERNANDEZ et al., 1995), também foi recuperado a partir de lavados
prepuciais de bovinos (GILL, 1983 apud ETONSI, 2013) e de suabes vaginais de
vacas sem problemas reprodutivos observaveis (KABEYA et al., 2004). Portanto, em
situacdes de cultivo microbiol6gico de amostras de animais suspeitos de CGB deve-

se incluir Arcobacter sp. como diagnadstico diferencial.
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Producido e caracterizacio de uma quimera recombinante de proteina de superficie de
Campylobacter fetus

Claudia Balzan, Gustavo Margal Schmidt Garcia Moreira, Fabricio Rochedo Conceicdo, Agueda Castagna de
Vargas

ABSTRACT.- Balzan C & Vargas A.C. 2014. [Production and characterization of a recombinant
chimera protein of Campylobacter fetus.] Producdo e caracteriza¢do de uma quimera recombinante de
proteina de superficie de Campylobacter fetus. Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva, Centro
de Ciéncias Rurais (CCR), Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Av. Roraima 1000, prédio 44, sala
5137, Cidade Universitaria, Bairro Camobi, Santa Maria, RS 97105-900, Brazil. E-mail:
agueda.vargas@gmail.com

Bovine genital campylobacteriosis (BGC) is an important venereal disease, caused by
Campylobacter fetus subsp. venerealis and related economic losses since it cause reproductive problems in
cattle herds. In order to facilitate the laboratory diagnosis of BGC, which involves labor - intensive
procedures for collecting and processing the samples, this study aimed to standardize the production of a
recombinant chimeric protein and also evaluate its use as a tool for diagnosis of BCG in herds. SapA is a
surface protein important for the pathogenesis of this bacterium by presenting antigenic variation. The
conserved region of nine homologous sequences of C. fetus sapA gene publicly available was used to design
a chimeric synthetic gene, called sapAN78, with 1587 bp. The fragment was cloned into pAE plasmid and
expressed in Escherichia coli BL21(DE3) pLysS. The recombinant chimera (60 kDa) was obtained as
inclusion bodies, solubilized in a buffer containing urea and purified by nickel affinity chromatography
(Ni*2). The protein was recognized by Western blotting with monoclonal polyhistidine antibodies and with
sera from CGB vaccinated cattle and by Dot blotting using bovine sera and hyperimmunesera produced in
rabbits. Thus, the expression and characterization of the surface protein, recognized as important in the
development and maintenance of the BCG in herds, in the recombinant form and use it to diagnose may
become more practical and accessible. Considering these results, this new protein has potential
application in less laborious diagnostic methods for the detection of bovine campylobacteriosis.

INDEX TERMS: Bovine venereal campylobacteriosis, surface array protein, prokaryotic expression,
purification.

RESUMO.- [Producao e caracterizacio de uma quimera recombinante de proteina de superficie de
Campylobacter fetus.] A campilobacteriose genital bovina (CGB) é uma importante enfermidade de
carater venéreo, causada por Campylobacter fetus subsp. venerealis, que acarreta perdas econdémicas por
causar problemas reprodutivos nos rebanhos bovinos. Com o intuito de facilitar o diagnéstico laboratorial
da CGB, que envolve procedimentos fastidiosos de coleta de material e de seu processamento, este estudo
objetivou a padronizagdo dos processos de produ¢do de uma proteina quimérica recombinante e avaliagio
de seu potencial como ferramenta para um diagndéstico menos laborioso e que permita a detec¢do da CGB
nos rebanhos. Esse patégeno possui proteinas de superficie (SapA), as quais sdo consideradas importantes
na patogenia desta enfermidade por apresentar varia¢cdo antigénica. Utilizando as sequéncias dos nove
genes homdlogos de sapA de C. fetus publicamente disponiveis, as regides mais conservadas entre elas
foram determinadas. Tais sequéncias foram usadas para desenhar um gene sintético quimérico,
denominado sapAN78, de 1587 pb. O fragmento foi clonado no plasmideo pAE e expresso em Escherichia
coli BL21(DE3) pLySs. A quimera recombinante (60 kDa) foi obtida como corpos de inclusao,
solubilizada em tampdo contendo ureia e purificada por cromatografia de afinidade ao niquel (Ni*2). Esta
foi reconhecida por Western blot com anticorpo monoclonal anti-polihistidina, por anticorpos presentes
no soro de bovinos vacinados para CGB e por Dot blot a rSapAn78 foi reconhecida por soros de bovinos e
soro hiperimune produzido em coelho. Assim, expressdo e caracterizagdo de uma proteina de superficie
na sua forma recombinante para o diagndstico desta enfermidade torna a andlise das amostras mais
pratica e acessivel. Considerando tais resultados, essa nova proteina possui potencial aplicagio em
métodos menos laboriosos de diagndstico para a detec¢ido de campilobacteriose em bovinos.

TERMOS DE INDEXACAO: campilobacteriose genital bovina, expressdo procariética, purificago.
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INTRODUGAO

A campilobacteriose genital bovina (CGB), causada pela bactéria Campylobacter fetus subespécie
venerealis, ¢ uma doencga de transmissdo venérea, responsavel por grandes perdas econdmicas em varias
partes do mundo devido aos problemas reprodutivos (McCool et al. 1988, Pefanis et al. 1988, Caldow &
Taylor 1997, Pellegrin et al. 2002, Mshelia et al. 2012, Ziech et al. 2014). Em paises com grandes rebanhos
bovinos como o Brasil, onde o uso da monta natural é uma pratica corrente, a CGB é considerada uma
importante causa de falhas reprodutivas (Figueiredo et al. 2002, Vargas et al. 2002), principalmente por
ocasionar infertilidade temporaria e morte precoce do embrido ou feto (Givens 2006).

As técnicas para o diagnéstico de C. fetus, conforme a Organizacdo Mundial da Satide Animal (OIE
2012) sdo o seu isolamento em meio de cultura e identificacdo; imunofluorescéncia; ensaios
imunoenzimaticos (ELISA - Enzyme Linked Immunosorbent Assay) e identificacdo molecular. As amostras
preconizadas para estes diagndsticos sdo muco vaginal, esmegma prepucial e sémen, placenta e fetos
abortados, uma vez que o habitat natural do C. fetus subsp. venerealis é o trato genital bovino. Devido as
dificuldades na coleta, bem como armazenamento incorreto e baixa disponibilidade de laboratérios
capazes de realizar o diagndstico recomendado para C. fetus, poucas amostras sdo encaminhadas para
diagndstico e a prevaléncia da CGB é subestimada (Hum et al. 1997, Bondurant 2005, van Bergen et al.
2005a, Alves et al. 2011). Além disso, o diagndstico convencional da CGB normalmente é laborioso e
demorado.

A persisténcia desta bactéria no aparelho genital de bovinos infectados é associada a falhas nos
mecanismos de defesa contra C. fetus. As imunoglobulinas de classe G predominam no utero e debelam a
infeccdo neste local, ja as imunoglobulinas de classe A (IgA) predominam na cavidade vaginal nio sdo
eficientes no combate a bactéria (Corbeil et al. 1975). Assim, o micro-organismo permanece na cavidade
vaginal por mais tempo e podem evadir-se do sistema imune através da alteracdo no perfil de expressao
da proteina de superficie, possibilitando nova infec¢ao no utero.

Essas proteinas de superficie (Surface Array Proteins - Sap) sdo subunidades proteicas com peso
molecular que variam de 97 a 149 kDa, as quais compdem externamente o envelope celular do C. fetus
com importante papel na patogénese da CGB (McCoy et al. 1975, Winter et al. 1978, Fagan & Fairweather
2014), uma vez que esta camada demonstra ser responsavel pela resisténcia do micro-organismo a
atividade bactericida e fagocitica do hospedeiro (Winter et al. 1978, Blaser 1993, Ray et al. 2000). Além
disso, o perfil antigénico das Sap é alterado com alta frequéncia durante a infecgio, dificultando a agio do
sistema imune (Garcia et al. 1995, Vargas et al. 2002, Tu et al. 2003) e contribuindo para que esses
antigenos sejam imunodominantes (Dubreuil et al. 1988, Dworkin & Blaser 1997).

Com base no conhecimento das caracteristicas da proteina SapA, o presente estudo objetiva a
producdo, caracterizacgio e verificacdo do potencial de uma nova proteina quimérica recombinante tendo
em vista o desenvolvimento de um teste diagnostico para CGB.

MATERIAL E METODOS

Construcio do gene sintético sapAn78 e clonagem

0 gene sapAn78 foi elaborado tendo como base as sequéncias das proteinas SapA de C. fetus,
depositadas no banco de dados GenBank (c6digo de acesso: 28974206). Essas sequéncias foram alinhadas
pela ferramenta Clustal Omega (EBI). Com o alinhamento, foram identificadas duas regides de interesse
para a construcdo do gene sintético: uma da por¢do N-terminal, comum a 8 das 9 variantes disponiveis no
banco de dados, denominada regido 1; e outra comum as variantes SapA7 e SapAp8, denominada regido 2
(Tu et al. 2003, Fig.1A). Entre a regido codificadora dessas duas regioes, adicionou-se uma sequéncia que
codifica um peptideo flexivel de 15 aminoacidos (Glys-Ser)s. Além disso, foram incluidos os sitios de
restricdo Xhol e EcoRI nas extremidades 5’ e 3’, respectivamente (Fig.1B). O desenho e avaliacdo das
construcgodes foram feitas utilizando o programa VectorNTI® 11.0 (Invitrogen®).

A sequéncia codificadora do gene construido foi sintetizada pela empresa Epoch Life Science
(Missouri City, Texas, EUA) contendo c6dons preferenciais para expressao em E. coli, bem como os sitios
de restricdo ja descritos. A partir do plasmideo pUC18-sapAn78 realizou-se a subclonagem no vetor de
expressao pAE (Ramos et al. 2004) apés a clivagem do gene e do vetor com as enzimas Xhol e EcoRI e
ligacdo com T4 DNA ligase (Thermo Scientific), formando o plasmideo pAE-sapAn78. Em sequéncia, a cepa
E. coli TOP10 competente foi transformada por choque-térmico (Sambrook & Russel 2001) com pAE-
sapAn78 e cultivada em placa de Luria Bertania (LB) agar com ampicilina (100 pg/mL) overnight a 37°C
para triagem. Os clones bacterianos foram selecionados como recombinantes e o DNA plasmideal foi
extraido pelo método de lise alcalina (Sambrook & Russel 2001).
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Expressao e purificacio da proteina quimérica recombinante

0 plasmideo pAE-sapAn78 purificado foi utilizado para transformar a cepa E. coli BL21(DE3)
pLysS por choque-térmico, a qual foi cultivada em caldo LB com ampicilina (100 pg/mL) e cloranfenicol
(50 pg/mL) a 37°C sob agitacdo até atingir a densidade dptica relativa a metade da fase log (DOs00=0,5-
0,8). Nesse ponto, a expressdo foi induzida com IPTG para uma concentragio final de 0,5 mM por 3 h a
37°C e 150 rpm. Inicialmente testou-se a expressao da quimera recombinante em 10 mL de LB caldo nas
temperaturas de 25°C, 30°C e 37°C. Apds, o cultivo foi centrifugado (16.000g; 4°C; 10 min), o pellet foi
suspendido em 20 mL de tampao de lise (NaH,PO4 0,02 M; NaCl 0,5 M; Imidazol 20 mM) com 100 pg/mL
de lisozima e incubado por 1 h a 4°C. As células foram rompidas por sonicagdo em trés ciclos de 20 s e
centrifugadas do mesmo modo. O sobrenadante foi recuperado por centrifugacdo (16.000g; 4°C; 15 min),
o pellet foi ressuspendido em tampio de solubilizagio I (tampao de lise + 0,2% de N-lauril-sarcosine) e
incubado em agitagdo por 12 h a 4°C. Repetiu-se esta etapa com tampao de solubilizac¢io II (tampao de lise
+ Ureia 8 M). Em cada processamento foi retirada uma aliquota dos sobrenadantes e estas amostras,
juntamente com os extratos celulares totais da expressdo, foram avaliadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida 12% (SDS-PAGE).

As fracoes contendo a proteina rSapAn78 foram purificadas por cromatografia de afinidade com
Ni*2, em sistema manual, utilizando colunas HisTrap™ FF crude de 1mL (GE Healthcare). A quimera
recombinante foi eluida com gradiente linear de 10 a 500 mM de imidazol e aliquotas de 3 mL foram
coletadas e analisadas por SDS-PAGE 12% quanto a presenca da mesma. Apdés a purificagdo, as fracdes que
continham a rSapAn78 foram reunidas e submetidas a dialise. Optou-se por uma dialise lenta, realizada
por um periodo de 5 dias a 4 °C contra tampao de lise com concentracdes decrescentes de ureia (6-0 M),
finalizando com a aplicagdo de PBS + Triton X-100 0,05% (v/v).

As amostras obtidas na purificagio foram quantificadas pelo método de Bradford (1976),
comparando com uma curva padrdo com albumina sérica bovina.

Anadlise por Dot blot

Soro hiperimune produzido em coelho a partir da cepa padrao de C. fetus subsp. venerealis (ATCC
19.438), soros de bovinos vacinados para CGB e soro de bovinos negativos para CGB foram utilizados para
analise da rSapAn78 por Dot blot. Em membrana de nitrocelulose (Bio-Rad, tamanho de poro 0,45 um)
foram colocados 7 pl do cultivo de E. coli pLysS como controle negativo e 7 pl da proteina purificada.
Deixou-se a membrana secar e apds esta foi incubada em 5% de leite desnatado em tampio fosfato
solu¢ado salina com 0,05% de Tween 20 (PBS -T) por uma hora sob agitacdo em temperatura ambiente.
Apos lavagens com PBS-T, a membrana foi incubada com o anticorpo primario: soro hiperimune de coelho
(dia 0 e dia 36 ap6s inoculacdo); soro de bovinos (dois animais positivos para CGB e um animal negativo
para CGB), ambos na dilui¢do 1:100 por uma hora, sob agitacdo e em temperatura ambiente. Aplicou-se
novamente as lavagens com PBS-T e ap6s adicionou-se o anticorpo anti-IgG de coelho (Sigma, Estados
Unidos) na diluicdo de 1:4000 ou anti-IgG de bovinos conjugado com peroxidase (Sigma, EUA) na dilui¢do
1:15000, por uma hora sob agitacdo em temperatura ambiente. Lavou-se a membrana com PBS-T e a
reacdo foi revelada com substrato diaminobenzidina (DAB; Sigma, Estados Unidos).

Analise por Western blot

Apoés eletroforese (SDS-PAGE), as proteinas do gel foram transferidas para membrana de
nitrocelulose (Bio-Rad, tamanho de poro 0,45 pm) sob voltagem constante de 15 V por 1 h usando sistema
semi-seco Trans-blot (Bio-Rad, EUA) e tampao de transferéncia Tris-glicina (Tris 25 mM, Glicina 0.2 M,
metanol 20% [v/v]). A membrana foi entdo bloqueada por 1 h com 5% (m/v) de leite desnatado diluido
em solugdo salina tamponada com fosfato contendo 0,05% de Tween-20 (PBS-T). Em seguida, incubou-se
a membrana por 4 h com os anticorpos primdrios: anticorpo monoclonal anti-polihistidina produzido em
camundongo diluido 1:6000 em PBS-T (Sigma, EUA); soro de dois bovinos vacinados para CGB e soro de
quatro bovinos negativos para CGB ambos diluidos 1:100 em PBS-T. Logo, os anticorpos secundarios, anti-
IgG de camundongos conjugado com peroxidase (Sigma, EUA) na diluicao 1:4000 ou anti-IgG de bovinos
conjugado com peroxidase (Sigma, EUA) na diluicdo 1:15000, foram incubados por 1 h. A reacdo foi
revelada utilizando solucido de diaminobenzidina (DAB). A etapa de bloqueio, bem como as de incubacgio
com os anticorpos, foi seguida de 3 lavagens da membrana com PBS-T. Todo o procedimento foi
conduzido a temperatura ambiente.

Amostras de soro

As amostras de soro de bovinos originaram-se de propriedades do Rio Grande do Sul e estavam
armazenados no banco de soros do Laboratério de Bacteriologia (LABAC) da Universidade Federal de
Santa Maria. A escolha destes soros foi de acordo com o histérico da propriedade disponivel nos registros



29

do LABAC, observando-se o relato da CGB no rebanho, o manejo reprodutivo aplicado (monta natural e
inseminacdo artificial) e a utilizagdo ou ndo de vacina contra a CGB. O soro hiperimune produzido em
coelho com a cepa ATCC 19.438 de C. fetus subsp. venerealis também faz parte do banco de soros do
LABAC (Viana & Vargas 2006, dados ndo publicados). Todos os soros utilizados no trabalho haviam sido
testados por soroaglutinacio para C. fetus subsp. venerealis (Firehammer & Border 1986).

RESULTADOS

Clonagem, expressio e purificacdo da proteina quimérica recombinante

Apos a digestio do plasmideo pUC18-sapAn78 com as enzimas Xhol e EcoRI foi possivel observar
uma banda de altura correspondente ao do gene desenhado (1600 pb).

Apos purificar o gene e o vetor pAE da reacdo, ambos foram quantificados, ligados por T4 DNA
ligase, usados para transformacio por choque térmico E. coli TOP10 e triados quanto a presenca de clones
recombinantes contendo pAE-sapAn78. Desse modo, clones identificados como possiveis recombinantes
foram cultivados para extracdo dos plasmideos, os quais foram digeridos com Xhol e EcoRI para verificar a
presenca do inserto (Fig.2A, linhas 1, 2 e 3).

Utilizou-se a E. coli BL21(DE3) pLysS para expressao da proteina quimérica recombinante. Esta
foi realizada inicialmente em 10 mL de LB caldo e analisou-se a influéncia de trés diferentes temperaturas
nesse processo, sendo as temperaturas de 25°C e 37°C as mais adequadas e nas quais obteve-se grande
quantidade de proteina expressa. O processo foi repetido em 500 mL de LB caldo em 37°C e a 150 rpm. A
expressdo da proteina foi avaliada por SDS-PAGE 12% corado com azul de Coomassie e verificou-se uma
banda com massa de 60 kDa correspondente a esperada nos clones induzidos com IPTG (Fig.2B, linha 4).

Os sobrenadantes e pellets obtidos apds a expressdo foram processados e avaliados quanto a
presenca da proteina quimérica recombinante. A rSapAn78 foi obtida como corpos de inclusdo e
eficientemente solubilizada em tampdo de lise contento 8 M de ureia. A rSapAn78 foi purificada por
cromatografia de afinidade ao Ni*2 e nas fragdes coletadas, uma tnica banda com 60 kDa correspondente
a rSapAn78 foi obtida (Fig.2B, linha 5). O processo de didlise foi eficiente na remoc¢do dos residuos, ndo
ocorrendo precipitacdo da proteina. A quantidade de proteina quimérica recombinante gerada ao fim
deste processo foi de 190 mg/L.

Andlise por Dot blot e Western blot

A confirmagdo da expressdo da quimera foi realizada por WB utilizando anticorpo monoclonal
anti-histidina, no qual foi possivel observar uma banda reativa Unica equivalente a uma proteina de =60
kDa de massa molecular (Fig.2C, linha 4).

A reatividade da proteina purificada foi determinada por Dot blot com soro hiperimune de coelho
e soro de bovinos e por Western blot com soro de bovinos. Rea¢do positiva da rSapAn78 purificada foi
observada tanto com a proteina nao desnaturada (Dot blot) quanto com a proteina desnaturada (Western
blot) e tanto com o soro hiperimune de coelhos produzido a partir da cepa padrao C. fetus subsp.
venerealis (Fig.3A, linha 2) quanto com soros de bovinos(Fig.3B, linha 3; Fig.3C, linhas 2 e 3), ndo
havendo marcagdo com os soros controles negativos (Fig.34, linha 1; Fig.3B, linha 1; Fig.3C, linhas 4 a 7).

DISCUSSAO

A CGB causa inimeros prejuizos econémicos mundialmente (Mshelia et al. 2012), no entanto a frequéncia
da mesma permanece subestimada devido as falhas no processo de detec¢do. van Bergen et al. (2005a),
em um levantamento global sobre o diagnéstico desta enfermidade, relataram discrepancias em relacao a
parametros envolvidos na identificagio da CGB em rebanhos, desde a colheita e transporte de amostras
até o processamento laboratorial. Esta falta de padronizacdo pode resultar em reducdo da sensibilidade
dos testes e da confiabilidade dos resultados.

Ainda que recomendados pela OIE (2012), tanto os métodos microbioldgicos, quanto os
moleculares (Hum et al. 1997, Wang et al. 2002, Tu et al. 2005, van Bergen et al. 2005b, McMillen et al.
2006, Abril et al. 2007) e os ensaios imunoenzimaticos (Hewson et al. 1985, Hum et al. 1994, Brooks et al.
2004, Devenish et al. 2005, Mshelia et al. 2010, Pellegrin et al. 2011) muitas vezes sdo descritos como
laboriosos ou inadequados para uso na rotina diagnoéstica (OIE, 2012, van der Graaf-van Bloois et al.
2013). Quer para extracdo do DNA, quer para deteccdo da IgA, ha necessidade da coleta e transporte de
amostras de dificil obten¢do como muco cervical, aspirado prepucial e contetidos de fetos abortados, além
de muitas vezes a necessidade do cultivo da bactéria que é de crescimento fastidioso. Neste sentido, a
padronizac¢do de um teste imunoenzimatico para detecg¢do de IgG a partir de amostras de soro, tal como
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descrito por Zhao et al. (2010) pode efetivamente facilitar o diagndstico, bem como auxiliar em estudos
epidemioldgicos (Mshelia et al. 2010).

Zhao et al. (2010) obtiveram sucesso na escolha da regido N-terminal da proteina SapA de uma
cepa de campo, constatando sua imunodomindncia e a presenca de multiplos epitopos antigénicos
relatados por Wang et al. (1993). Portanto, neste estudo para a construgdo da proteina quimérica
recombinante SapAn78, foram unidas duas regides distintas, a regido 1 e a regido 2. Com base no descrito
por Zhao (2010), a primeira regido (regido 1) selecionada compreende uma porcdo N-terminal
conservada entre oito sequéncias SapA homdlogas. A segunda (regido 2) é uma regido comum somente
entre duas das 9 sequéncias disponiveis (sapA7 e sapAp8), no entanto ndo possui a regido 1 e esta entre os
perfis de proteina encontrados nos rebanhos bovinos (Vargas et al., 2002).

Logo, a proteina SapAn78 foi construida com o intuito de ser mais sensivel as variancias antigénicas da
SapA, uma vez que Vargas et al. (2002) verificaram a presenca da proteina de superficie com 97kDa, a qual
provavelmente corresponda a sapAp8 descrita por Tu et al. (2003), em 19,4% das amostras analisadas.

0 sucesso na clonagem da sequéncia nucleotidica de interesse, a qual resultou na expressio de
grande quantidade da proteina quimérica recombinante em E. coli, justifica o uso do sistema de expressao
em E. coli como dominante entre os sistemas existentes e permanece como o preferido pelos laboratérios
de pesquisa e de desenvolvimento inicial de atividades comerciais (Chen 2012). Além disso, o
polipeptideo (Glys-Ser)s foi escolhido para ligacdo entre as duas regides do gene sintético por conferir
flexibilidade entre os dominios, permitindo o correto dobramento de cada uma das proteinas. Embora
Sakamoto et al. (2011) tenham relatado a influéncia dessa sequéncia ligante e dobravel sobre a
funcionalidade de cada dominio de uma quimera recombinante, neste trabalho o polipeptideo cumpriu a
sua fungio, pois ndo observou-se alteracdes no desempenho da proteina.

Neste estudo, a proteina expressa em E. coli foi obtida como corpos de inclusdo e em grande
quantidade, mesmo nos testes com induc¢do da expressao em temperaturas mais baixas, embora a reduc¢do
da temperatura durante a fase de indugdo e expressdo possa levar a um aumento de rendimentos de
proteinas heterélogas e reducdo da formacao de corpos de inclusdo (Schein & Noteborn 1988).

A formacao de corpos de inclusdo é vista como um grande obsticulo na expressdo de proteinas
heterélogas na forma soluvel e funcional (Baneyx & Mujacic 2004, Ventura 2005), entretanto a rSapAn78
mostrou-se funcional apds o processo de lise do cultivo bacteriano. Conforme alguns autores como
Demain e Vaishnav 2009, e Chen2012, a necessidade do uso de agentes desnaturantes (uréia) no processo
de solubilizacdo dos corpos de inclusdo pode levar a perda de epitopos conformacionais, influenciar na
imunorreatividade, além de dificultar a purificagio e a dialise devido as altas concentracdes destes
desnaturantes (Hannig e Makrides, 1998). No entanto, a proteina manteve sua atividade antigénica apds
solubilizagdo e didlise, evidenciando que nao houve alteragdes consideraveis na sua conformagdo durante
esse processo e isso foi fundamental para a realizacdo dos demais testes de caracterizagdo da proteina.
Logo, neste caso, a expressdo da proteina como corpos de inclusdo se mostrou vantajosa por apresentar
beneficios citados por Clark (2001) e Singh & Panda (2005) como a produgio de elevados niveis de
proteina, baixo custo, homogeneidade da proteina alvo, resisténcia a protedlise e consequentemente
baixos niveis de degradacdo da proteina expressa e facil isolamento e purificagao.

0 éxito na purificacdo da proteina quimérica recombinante obtida por cromatografia de afinidade
com N2+, mediada pela cauda de histidina, permitiu a confirmacdo da expressao da rSapAn78 por Western
blot utilizando anticorpo monoclonal anti-polihistidina. Esse processo, amplamente utilizado, facilita a
purificacdo usando fons metélicos imobilizados por serem reconhecidas como de facil interagdo com estes
e ainda proporcionam niveis mais altos de expressdo quando comparadas a proteinas recombinantes sem
cauda de histidina (Svenssona et al. 2006).

0 reconhecimento da proteina quimérica recombinante purificada por anticorpos presentes no
soro de bovinos vacinados e no soro de coelhos hiperimunizados, tanto na sua forma desnaturada quanto
ndo desnaturada, demonstra seu potencial de imunorreatividade, além da capacidade de distinguir soros
controle positivos e negativos, especialmente os da espécie alvo,

Portanto, o potencial para o diagnéstico da CGB obtido com a caracterizacdo da rSapAn78 vai ao
encontro da necessidade do desenvolvimento de metodologias de facil disseminacao e acessiveis entre os
laboratoérios.

CONCLUSOES

Obteve-se éxito na produ¢do de uma grande quantidade da rSapAn78 em E. coli e na constatagio

do seu potencial para uso no desenvolvimento de testes imunodiagnosticos.
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Fig.1. A) Caracteristicas estruturais e compara¢do de sequéncias de DNA de oito sapA homdlogos
completos e um homdlogo parcial. A estrutura de cada homoélogo estd representada esquematicamente
pelos retangulos alinhados. Caixas coloridas identificam as regides homologas compartilhadas entre as
proteinas de superficie do tipo A de C. fetus. Caixas brancas indicam sequéncias ndo conservadas. Fonte:
TU et al. (2003). B) Construcdo do gene e representacdo de seus produtos proteicos. A - construcido do
gene com as enzimas de restricdo e os coddons da sequéncia flexivel de glicinas e serinas. B - representacio
do produto da expressdo das duas regides unidas. C e D - representacdo dos produtos proteicos das
regides 1 e 2, respectivamente, quando expressas individualmente.

Fig.2. A) Gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo com resultado da digestdo para a
confirmacdo do inserto de pAE-sapAn78. Linhas 1-3- clone 2, 3 e 17, respectivamente, digeridos com Xhol
e EcoRI; linha 4- pAE linear; 5- pUC18-sapAn78 linear; 6- marcador 1 kb (Thermo Scientific). B) Gel de SDS
12% corado com Coomassie blue. Linha 1: Marcador de massa molecular; linha 2: extrato de E. coli
BL21(DE3) pLysS ndo transformada; linha 3: E. coli BL21(DE3) pLysS transformada com rSapAn78 nao
induzida; linha 4: E. coli pLysS transformada com rSapAn78 induzida por 3 h com IPTG; linha 5: rSapAn78
purificada. C) Western Blot com anticorpo monoclonal anti-histidina. Linha 1: Marcador de massa
molecular; linha 2: extrato de E. coli BL21(DE3) pLysS ndo transformada; linha 3: E. coli pLysS
transformada com rSapAn78 ap6s 3h de indugdo com IPTG; linha 4: rSapAn78 purificada.

Fig.3. A) Dot blot de analise da rSapAn78 purificada utilizando soro hiperimune produzido em coelho a
partir da cepa padrao de C. fetus subsp. venerealis (ATCC 19.438). Linha 1: membrana com rSapAn78
purificada incubada com soro hiperimune do dia 0; linha 2: membrana com rSapAn78 purificada incubada
com soro hiperimune do dia 36 do experimento; linha 3: membrana com E.coli BL21(DE3) pLySs nao
transformada com soro hiperimune do dia 36 do experimento, controle negativo. B) Dot blot de analise da
rSapAn78 purificada utilizando soros de bovinos. Linha 1: membrana com rSapAn78 purificada incubada
com soro fetal bovino; linha 2: membrana com E.coli BL21(DE3) pLySs nio transformada incubada com
soro fetal bovino, controle negativo; linha 3: membrana com rSapAn78 purificada incubada com soro de
bovino vacinado para CGB; linha 4: membrana com E.coli BL21(DE3) pLySs nio transformada incubada
com soro de bovino vacinado para CGB. C) Western Blot de analise da rSapAn78 com soros bovinos e
anticorpo secundario anti-IgG de bovinos conjugado com peroxidase. Linha 1: Marcador de massa
molecular; linhas 2 e 3: soros de bovinos vacinados para CGB ; linhas 4 a7: soro de bovinos negativos para
CGB.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que pelo
processo de clonagem e expressdo em E. coli foi possivel obter uma proteina
quimérica recombinante com aproximadamente 60 kDa. A rSapAn78 manteve as
suas propriedades imunorreativas e foi reconhecida por anticorpos presentes nos
soros de animais vacinados para CGB e de coelhos hiperimunizados com C. fetus.

Deve ser testado o potencial de imunorreatividade desta proteina

recombinante e sua avaliacdo como um imunobiolégico.
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