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INTRODUCAO:

Actinobacillus pleuropneumoniae (App) é uma bactéria Gram-negativa e agente
etioldgico da pleuropneumonia suina (PS), uma doencga respiratéria de distribuicdo
mundial que produz importantes perdas econGmicas para a cadeia suinicola. O App é
classificado fenotipicamente em 16 sorotipos, e no Brasil, infec¢des produzidas por
este patégeno ocorrem em todas as regides produtoras de suinos, sendo endémica na
regido sul, onde os sorovares (SV) 1, 3, 5 e 7 sdo os mais prevalentes. Uma das
fragilidades encontradas para o monitoramento sorolégico dos animais é a auséncia de
kits para diagndstico nacional deste patdgeno. Diante disso, neste estudo,
apresentamos o desenvolvimento de um ELISA Indireto baseado no lipopolissacarideo
ultra-purificado de App, com capacidade de identificar suinos com anticorpos reatiavos
a este patdgeno.

DESENVOLVIMENTO:

O lipopolissacarideo (LPS) é um antigeno ancorado na membrana externa de App. O
LPS ultra-purificado, ha longa data, tem sido utilizado como antigeno em testes que
visam a tipificacdo sorologica de App. Neste estudo, as cepas de App 4074 [sorotipo
(SV) 1], K17 (SV5) e WF83 (SV7) foram cultivadas em caldo PPLO a 372C, em agitacdo
(250 rpm), até atingir uma densidade éptica de 0,7 medida a 600 nm. A continuacdo, o
cultivo foi centrifugado e pellet bacteriano (~ 1g de peso uUmido) foi entdo
ressuspendido em 25 ml de PBS estéril e fervido durante 1 hora. Apds, o extrato
bacteriano foi centrifugado e o sobrenadante coletado, filtrado (0,22 @m) e tratado
com proteinase K (1mg/ml) durante 2 horas a 552C. Posteriormente, o LPS dos SV 1, 5
e 7 foram obtidos através de extracdo fendlica, coletando-se sempre a fase aquosa, as
quais foram dialisadas com agua Mili-Q estéril.
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A comprovagdo da presenga e pureza do LPS purificado foi realizada mediante por
eletroforese em gel de poliacrilamida 10 % (SDS-PAGE) corado com nitrato de prata. A
continuagdo, o LPS ultra-purificado foi utilizado para confec¢do do teste ELISA
desenhado para detectar anticorpos suinos anti-App.

Brevemente, placas de ELISA (Polysorp, Nunc) foram sensibilizadas com 250
ng/cavidade de LPS e bloqueadas com 5% de Skim Milk. A continuagdo, cento e trinta
(130) soros suinos foram analisados em trés ELISAs indepedentes confeccionados com
LPS extraido do sorovares 1, 5 e 7 de App. Inicialmente, as amostras foram diluidas
1:100 com PBS contendo 0,05% de Tween 20 e 1% de Skim Milk (SM) e 100 ul foram
adicionados as placas. A reacao foi incubada por 1 hora a 372 C, e ap6s procede-se 2
lavados com PBS-T, 100 ul de anticorpo secundario de coelhos anti-lgG de suino
conjugado com peroxidase diluido 1:5.000 com PBS-T foram adicionados a placa. A
reacao foi novamente incubada a 372C por 1 hora e apds a reacgao foi revelada com um
substrato contendo TMB. A leitura das placas foi realizada em um leitor de ELISA a 450
nm. Soros hiperimunes de suinos produzidos contra as cepas homodlogas foram
utilizados como controle positivo, e como controle negativo, utilizou-se PBS + 1% de
SM e soro suino negativo para App.

Neste estudo, demonstramos através de um gel poliacrilamida corado com nitrato de
prata, que o tratamento com proteinase K combinanda com a extragdo fendlica é
suficiente para obter-se LPS dos SV 1, 5 e 7 com alto grau de pureza. O LPS destes 3
sorotipos rendeu uma Unica banda de aproximadamente 67 kDa, condizente com o
tamanho esperado desta molécula. Durante a validacdao do teste de ELISA Indireto,
observamos auséncia de reatividade cruzada entre os 3 LPS. Posteriormente,
avaliamos 130 amostras de soros coletados de suinos procedentes de uma granja com
historico de infeccdo por A. pleuropneumoniae. Destas amostras, 21,5% possuiam
anticorpos anti-SV1 e 5, 48,4% anti-SV1 e SV7, 21,5 % antiSV7e5e 13 % antiSV 1, 5e
7 indicado a presente mais de um sorotipo de App dentro uma mesma granja.

CONSIDERAGOES FINAIS:

Apresentamos aqui o desenvolvimento de um teste de ELISA para o monitoramento
sorolégico de App em suinos. A deteccdo do agente e a determinag¢dao do sorotipo
presente na granja é determinante para selecao do tipo de vacina a ser utilizada no
programa preventivo contra esta bactéria. Ainda, o teste pode ser utilizado em granjas
gue pretedem erradicar o patdgeno ou para garantir o status de ndo portador.
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NUMERO DA APROVACAO CEP OU CEUA (para trabalhos de pesquisa): Nimero da
aprovacao.

ANEXOS:
Podera ser apresentada somente uma pagina com anexos (figuras e/ou tabelas), se
necessario.
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