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Clonagem, expressao de antigenos recombinantes do virus da
Doenca de Aujeszky dos suinos: desenvolvimento e validacado de
teste de diagnéstico diferencial para monitoria em area livre

Introducao

O virus da doenca de Aujeszky (VDA) causa uma infeccdo em suinos
de elevado impacto econémico para os mercados interno e externo. A
doenca ocorre em suinos no Brasil desde a década de 80, quando se
tornou endémica em estados produtores como Santa Catarina. O VDA
é um virus alfaherpesvirus envelopado com genoma DNA de fita dupla
e linear. O genoma do VDA codifica 11 glicoproteinas, as quais sdo o
maior alvo do sistema imune do hospedeiro em resposta a infeccao. A
glicoproteina E ou gE é uma proteina nao essencial para replicacao viral
e a delecdo do gene da gE é muito utilizada para a producao de vacinas
com marcadores. Para o controle da DA é utilizada uma vacina deletada
para a gE (glicoproteina E) viral. Assim, anticorpos de suinos vacinados
podem ser detectados pelo teste de ELISA diferencial.

Um programa de erradicacéao iniciado em 2001, financiado por parceria
da industria, associacdo de produtores, governos e EMBRAPA, eliminou
a DA de rebanhos suinos de SC. Todavia, para manter SC e o Brasil
livres da DA, existe grande demanda para testes de diagndstico
baratos, seguros (sem particula viral infecciosa) e de preferéncia, com
tecnologia nacional. A efetivacao do diagnéstico laboratorial dessa
virose através da importacao de reagentes é economicamente inviavel e
o desenvolvimento de insumos visa auxiliar programas de erradicacao
do VDA.

Objetivos

O objetivo final deste projeto foi viabilizar o desenvolvimento e
validacao de testes laboratoriais especificos e nacionais para auxiliar no
prosseguimento do programa de erradicacao e controle da Doenca de
Aujeszky em suinos no Estado de SC, visando sua aplicagcdao em outros
estados brasileiros. Desta forma, o projeto previu o desenvolvimento de
insumos e testes de diagnéstico visando auxiliar nos programas de
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erradicacdo do VDA. O insumo desenvolvido foi a proteina
recombinante do VDA (gE) para desenvolvimento de teste de ELISA
nacional de menor custo.

Resultados e discussao

Com o objetivo de clonar e expressar proteina viral do VDA, a
sequéncia do gene da gE foi amplificada, e a gE clonada e expressada
no sistema de expressdao em baculovirus. A sequéncia completa do
gene da gE do VDA foi amplificada por PCR, usando primers aneladores
contendo os sitios para EcoRIl e BamHI. O produto de 1771 pb da
seqliéncia completa da gE do VDA foi clonado no vetor pGem®-T Easy
e subclonado no plasmideo de expressado pFastBac™1. O DNA
recombinante pFastBac-gE VDA foi usado para a transposicéo sitio-
especifica no baculovirus recombinante (bacmid). Apds selecao por
antibiéticos e cor, as colénias com o recombinante bacmid_pFastBac-
gE VDA foram selecionadas e a presenca do gene da gE foi confirmada
por PCR. O DNA recombinante viral, bacmid_pFastBac-gE_VDA, foi
usado para cotransfeccao de células de inseto Trichoplusia ni (Fig. 1) e,
aos cinco dias pds-infeccao, a presenca do recombinante e a proteina
gE foi determinada por PCR, por SDS-PAGE e Western blotting (Fig. 2),
respectivamente.

Tecnologias geradas

O baculovirus_gE_VDA recombinante expressa uma proteina que
podera ser usada para producado de antigenos ou de anticorpos
monoclonais no desenvolvimento de teste de diagndstico mais sensivel,
seguro e especifico para a DA.
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,é;drqbin_énté_ bacmid.pFastBac-gE.VDA

Fig. 1. Fotografia ao microscépio invertido de células BTI-Tn-5B1-4
infectadas com virus recombinante bacmid-pFastBac.gE.VDA.
Observa-se ECP no nicleo celular sem a formacao de poliedros.
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Fig. 2. Andlise por "Western blotting" do extrato celular da producéao de
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Consideracodes finais

A tecnologia "Teste de Elisa Diferencial do Virus da Doenca Aujeszky"
foi revisada e caracterizada para ser incluida junto a Embrapa
Transferéncia de Tecnologia no Programa de Incubacado de Empresas da
Embrapa — PROETA. Mas, dentro das cinco tecnologias, foram
selecionadas apenas trés, sendo que o teste nao foi contemplado. Em
reuniao de apresentacao de resultados dos Nucleos Tematicos foi
sugerido a inclusdo dessa tecnologia para ser desenvolvida, patenteada,
produzida e transferida para laboratérios de diagndstico de instituicoes
governamentais ou privadas, através de empresas de inovacao
interessadas.

Esse projeto gerou varios indicadores como seis artigos em revista
indexada, seis trabalhos completo em anais de congresso; trés resumos
em congresso cientifico e 10 publicagcdes técnicas, totalizando 25
publicacbes. Gerou também indicadores de divulgacao do resultado de
alcance individual (seis bolsas e/ou estagios), dois de alcance grupal
(cursos e seminarios) e 23 de alcance massivo, como a elaboracao
programa para o MAPA (Instrucao Normativa N° 8 de 2007), trés
Congressos internacionais, quatro mesas redondas em congressos,
duas entrevistas, trés textos jornais/revistas e oito palestras. Esse
projeto também teve duas premiacdes principais:

* Prémio Nacional de Equipes Categoria Criatividade da Embrapa com o
Projeto de Pesquisa: Clonagem, expressao de antigenos recombinantes
do virus da doenca de Aujeszky dos suinos: desenvolvimento e validacao
de teste de diagndstico diferencial para monitoria em éarea livre. Ano
2006.

e Melhor Trabalho Cientifico na Area de Sanidade (AMPLIFICACAO DO
GENE DA GLICOPROTEINA E (GE) DO VIRUS DA DOENCA DE
AUJESZKY PARA GERACAO DE INSUMOS PARA PROGRAMA DE
ERRADICACAO), Congresso PorkWorld 2006.
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