
Universidade Federal de São Carlos – UFSCar 
 

 
 
 

Vinícius Marquioni Monteiro 
 

 
 

 

Avaliação de potenciais antígenos vacinais e 
geração de aptâmeros por cell-SELEX em 

Erysipelothrix rhusiopathiae 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

São Carlos 
2018 



 
 

  



 
 

 

Universidade Federal de São Carlos – UFSCar 
 

 
 

 

Vinícius Marquioni Monteiro 
 

 
 

 

Avaliação de potenciais antígenos vacinais e 
geração de aptâmeros por cell-SELEX em 

Erysipelothrix rhusiopathiae 
 
 
 
 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Genética Evolutiva e Biologia 
Molecular (PPGGEv) do Centro de Ciências 
Biológicas e da Saúde (CCBS) da Universidade 
Federal de São Carlos (UFSCar) como parte dos 
requisitos para a obtenção do título de Mestre 
em Genética Evolutiva e Biologia Molecular 

 
 

Orientadora:  
Profa. Dra. Maria Teresa Marques Novo Mansur 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

São Carlos 
2018 



 
 

 

 

 

  



 
 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SÃO CARLOS 

Centro de Ciências Biológicas e da Saúde 

Programa de Pós-Graduação em Genética Evolutiva e Biologia 

Molecular 

 

Folha de Aprovação 

 

Assinaturas dos membros da comissão examinadora que avaliou e aprovou a Defesa de Dissertação 
de Mestrado do candidato Vinícius Marquioni Monteiro, realizada em 28/02/2018: 

 
Profa. Dra. Maria Teresa Marques Novo Mansur 

UFSCar 

 
Profa. Dra. Fernanda de Freitas Anibal 

UFSCar 

 
Prof. Dr. Emanuel Carrilho 

IQSC/USP 

 

  



 
 

 

 

  



 
 

 

Agradecimentos 

 

 Agradeço a todas as pessoas e instituições que ajudaram, direta ou 
indiretamente, na realização desse trabalho. 

 À minha orientadora, Profa. Dra. Maria Teresa Marques Novo Mansur, pela 
orientação paciente e atenciosa, por todas as valiosas sugestões e por todas as 
oportunidades proporcionadas durante o Mestrado. 

 À Profa. Dra. Fernanda de Freitas Anibal, pela parceria nesse projeto de 
pesquisa, por gentilmente ceder seu tempo e sua infraestrutura laboratorial e pelas 
instruções nos trabalhos de imunologia. 

 Ao Prof. Dr. Adilson José da Silva e à Profa. Dra. Teresa Cristina Zangirolami, 
por disponibilizarem os recursos de seus laboratórios para a realização desse 
projeto. 

 A todos os membros da banca, titulares e suplentes, por gentilmente se 
disporem a contribuir nesse trabalho com seu conhecimento. 

 A Patty Karina dos Santos, pela imensa ajuda com os experimentos de 
cromatografia e à Profa. Heloísa Sobreiro Selistre de Araujo, por me receber em seu 
laboratório tão prontamente. 

 Ao Prof. Flávio Henrique da Silva, por me permitir usar diversos equipamentos 
de seu laboratório e à Profa. Dra. Silvia Nassif Del Lama, por me permitir quantificar 
inúmeras amostras em seu laboratório. 

 A Katia Celina Santos Correa e Bruna Soares Dionizio, por toda a atenção e 
pela ajuda com os experimentos de cromatografia e à Profa. Dulce Helena Ferreira 
de Souza, por me permitir usar diversos equipamentos de seu laboratório. 

 A Karina Alves Feitosa e Ana Carolina Maragno Fattori, pela ajuda com os 
experimentos de titulação de anticorpos. 

 A todas as pessoas que me acompanharam e/ou me ajudaram com os 
experimentos no biotério: Ana Carolina Baptista Moreno Martin, Rebeka Tomasin, 
Naiane Lima Godoy, Paula Kern Novelli e Laiane Antunes Lopes. 

 Ao Prof. Dr. Hugo Miguel Preto de Morais Sarmento, por me permitir usar o 
citômetro de seu laboratório e me ajudar com meus experimentos. 

 A todos os membros do laboratório, pelos momentos divertidos e por me 
aturarem em meus dias ruins (que não foram poucos). 

 À Fiocruz, por ceder as linhagens de microrganismos usados na SELEX. 

 À FAPESP, pela concessão da minha bolsa de Mestrado (Processo 
2016/03746-1), e ao parecerista ad hoc, por avaliar a minha solicitação de bolsa (e 
recomendá-la para aprovação!) e pela avaliação e comentários do meu relatório 
parcial. 

 

 



 
 

 

 

  



 
 

 

Resumo 

 

Erysipelothrix rhusiopathiae é uma bactéria Gram-positiva que causa a doença 

conhecida como erisipela suína. As vacinas veterinárias disponíveis contra a doença 

possuem diversas limitações e os métodos para detecção da bactéria são 

demorados e dispendiosos. Em um trabalho anterior, foram identificadas proteínas 

candidatas a antígenos no sobrenadante de cultivos de E. rhusiopathiae por uma 

análise imunoproteômica. No presente trabalho, algumas das proteínas identificadas 

foram clonadas e expressas para avaliar sua antigenicidade e capacidade protetora 

contra E. rhusiopathiae. Em paralelo, pela técnica de cell-SELEX, foram 

selecionados aptâmeros capazes de se ligar a células de E. rhusiopathiae, os quais 

poderiam ser incorporados em sistemas de detecção da bactéria. Onze proteínas 

foram selecionadas para clonagem e expressão recombinante. As ORFs dessas 

proteínas foram amplificadas por PCR, clonadas em um vetor de propagação 

(pJET1.2/blunt) e sub-clonadas em um vetor de expressão (pET28a). Nove 

proteínas foram expressas em E. coli BL21(DE3) e dessas, cinco foram 

suficientemente purificadas por cromatografia para uma titulação de anticorpos no 

soro de suínos imunizados contra a erisipela suína, das quais três foram 

confirmadas como antigênicas. Duas proteínas antigênicas e obtidas em quantidade 

e pureza suficientes, foram submetidas a um ensaio de imunização de 

camundongos e apresentaram um possível efeito protetor quando os animais foram 

desafiados com 1.000 células de E. rhusiopathiae. Já com um desafio de 10.000 

células, praticamente todos os animais imunizados morreram, assim como aqueles 

vacinados com uma vacina comercial. A seleção de aptâmeros por cell-SELEX 

(SELEX feita com células inteiras) foi feita em sete ciclos, com uma estringência 

crescente, usando-se uma biblioteca com regiões 5’ e 3’ conservadas e uma região 

central com 40 nucleotídeos aleatórios. Após a clonagem, os aptâmeros foram 

reamplificados com um primer F marcado com o fluoróforo 6-FAM para 

caracterização da sua ligação às células por citometria de fluxo. Vinte clones de E. 

coli contendo aptâmeros clonados foram selecionados ao acaso para 

sequenciamento. Foram obtidas apenas seis sequências distintas, agrupadas em 

três famílias com não mais do que uma base de diferença entre sequências de uma 

mesma família, sugerindo que a cell-SELEX foi eficiente em enriquecer a biblioteca 

inicial em sequências capazes de se ligar a E. rhusiopathiae. Futuramente, o ensaio 

de imunização com as duas proteínas antigênicas selecionadas poderá ser repetido 

com uma carga bacteriana intermediária às testadas, permitindo que se avalie 

melhor sua capacidade protetora contra E. rhusiopathiae. Já os aptâmeros, agora 

com sequências conhecidas, poderão ser devidamente caracterizados. Este trabalho 

apontou duas proteínas de E. rhusiopathiae promissoras como antígenos vacinais, 

bem como aptâmeros possivelmente específicos para o patógeno, os quais poderão 

ser incorporados posteriormente em sistemas de detecção da bactéria. 

 

Palavras-chave: Erysipelothrix rhusiopathiae; erisipela suína; vacinas; antígenos; 

aptâmeros; cell-SELEX; proteínas recombinantes 



 
 

 

Abstract 

 

Erysipelothrix rhusiopathiae is a Gram-positive bacterium that causes the disease 

known as swine erysipelas. Available veterinary vaccines against the disease have 

several limitations and methods for detecting the bacterium are time consuming and 

expensive. In a previous work, candidate antigenic proteins were identified in the 

supernatant of E. rhusiopathiae cultures by an immunoproteomic analysis. In the 

present work, some of the identified proteins were cloned and expressed to assess 

their antigenicity and protective ability against E. rhusiopathiae. In parallel, by the 

cell-SELEX technique, aptamers capable of binding to E. rhusiopathiae cells were 

selected, which could be incorporated into bacterial detection systems. Eleven 

proteins were selected for cloning and recombinant expression. The ORFs of these 

proteins were amplified by PCR, cloned into a propagation vector (pJET1.2/blunt) 

and sub-cloned into an expression vector (pET28a). Nine proteins were expressed in 

E. coli BL21(DE3), five of which could be sufficiently purified by chromatography for 

an antibody titration using the serum of pigs immunized against swine erysipelas, of 

which three were confirmed as antigenic. Two antigenic proteins obtained in 

sufficient yield and purity were subjected to a mouse immunization assay and 

showed a possible protective effect when the animals were challenged with 1,000 E. 

rhusiopathiae cells. However, with a challenge of 10,000 cells, almost all immunized 

animals died, as well as those vaccinated with a commercial vaccine. Selection of 

aptamers by cell-SELEX (SELEX performed with whole cells) was carried out in 

seven cycles, with increasing stringency, using a library with conserved 5' and 3' 

regions and a central region with 40 random nucleotides. After cloning, the aptamers 

were reamplified with an F primer labeled with the fluorophore 6-FAM for 

characterization of their binding to cells by flow cytometry. Twenty E. coli clones 

containing cloned aptamers were randomly selected for sequencing. Only six distinct 

sequences were obtained which were grouped into three families, with no more than 

one base differing among sequences of the same family, suggesting that cell-SELEX 

was efficient in enriching the initial library in sequences capable of binding to E. 

rhusiopathiae. In the future, the immunization assay with the two selected antigenic 

proteins may be repeated with an amount of bacteria intermediate to those tested, 

allowing a better evaluation of their protective ability against E. rhusiopathiae. As for 

the aptamers, now with known sequences, it will be possible to properly characterize 

them. This work suggested two E. rhusiopathiae proteins as promising vaccine 

antigens, as well as aptamers that are possibly specific for the pathogen which could 

later be incorporated into bacterial detection systems. 

 

 

 

Keywords: Erysipelothrix rhusiopathiae; swine erysipelas; vaccines; antigens; 

aptamers; cell-SELEX; recombinant proteins  
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1 Introdução 
 

1.1 Erysipelothrix rhusiopathiae e a erisipela suína 
 

 Erysipelothrix rhusiopathiae (mostrada nas Figuras 1 e 2 em ágar-sangue e 

corada com a coloração de Gram, respectivamente) é uma bactéria Gram-positiva, 

anaeróbia facultativa, mesofílica, encapsulada, não móvel, não esporulante (Brooke 

and Riley, 1999). E. rhusiopathiae apresenta formato de bacilo, reto ou levemente 

curvado, em células individuais ou formando filamentos (Ogawa et al., 2011).  

 

Figura 1. E. rhusiopathiae cultivada em ágar-sangue 

 

Fonte: http://people.upei.ca/jlewis/E.rhusiopathiae8.jpg 

 

Figura 2. E. rhusiopathiae corada com a coloração de Gram 

 

Fonte: http://people.upei.ca/jlewis/E.rhusiopathiae_gram.jpg 
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O gênero Erysipelothrix foi tradicionalmente classificado em sorotipos, sendo 

16 deles pertencentes à espécie E. rhusiopathiae (sorotipos 1a, 1b, 2, 4, 5, 6, 8, 9, 

11, 12, 15, 16, 17, 19, 21 e N) e outros 7, à espécie E. tonsillarum (sorotipos 3, 7, 10, 

14, 20, 22 e 23), além de outros 2 (13 e 18) não classificados em espécies 

(Takahaswi et al., 1992; Ingebritson et al., 2010). A taxonomia de E. rhusiopathiae é 

mostrada na Tabela 1. Tanto E. rhusiopathiae quanto E. tonsillarum foram isoladas 

de hospedeiros animais, mas apenas E. rhusiopathiae é patogênica. Mais 

recentemente, outras duas espécies foram propostas para esse gênero, E. 

inopinata, isolada como contaminante de um meio de cultura de base vegetal 

(Verbarg et al., 2004), e E. larvae, isolada do sistema digestivo do inseto Trypoxylus 

dichotomus (Lim et al., 2016). 

 

Tabela 1. Taxonomia de E. rhusiopathiae 

Reino Bacteria 

Filo Firmicutes 

Classe Erysipelotrichia 

Ordem Erysipelotrichales 

Família Erysipelotrichaceae 

Gênero Erysipelothrix 

Espécie Erysipelothrix rhusiopathiae 

 

 E. rhusiopathiae é capaz de infectar ou habitar como comensal uma grande 

gama de hospedeiros, incluindo suínos, humanos, camundongos, ovelhas, bovinos, 

cavalos, cachorros, ursos, pássaros, peixes, crustáceos, moluscos e insetos (Wood, 

1992). Em seres humanos, a infecção por E. rhusiopathiae é considerada de caráter 

ocupacional, sendo que os indivíduos mais propensos são aqueles que lidam 

diretamente com animais, como veterinários, pescadores e açougueiros (Reboli e 

Farrar, 1989). Também há relatos de infecção causada pela manipulação de peixes 

de aquário e exposição à água de lagos, principalmente entre crianças e indivíduos 

imunossuprimidos (Tan et al., 2017; Asimaki et al., 2017; Alawdah et al., 2017). A 

infecção em seres humanos geralmente se inicia a partir de ferimentos na pele e 

pode se manifestar de três formas: uma forma cutânea localizada, chamada de 

erisipelóide, uma forma cutânea generalizada e uma forma septicêmica, geralmente 

associada com endocardite (Wang et al., 2010).  
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 O hospedeiro de maior relevância econômica de E. rhusiopathiae são os 

suínos, em que a bactéria causa a doença chamada erisipela suína. Ressalta-se que 

a doença humana conhecida como erisipela não está relacionada a E. rhusiopathiae, 

sendo na realidade uma infecção cutânea ou subcutânea causada geralmente por 

bactérias do gênero Streptococcus (Bonnetblanc e Bédane, 2003). Em suínos, a 

infecção pode se manifestar de três formas: aguda, subaguda e crônica (Wang et al., 

2010). A forma aguda é caracterizada por morte súbita e sinais de infecção 

generalizada. Na forma subaguda, os animais podem não parecer doentes, mas 

podem apresentar febre leve e o sinal mais característico da doença, que são lesões 

na pele em formato de losango (Figura 3) , as quais geralmente desaparecem 

alguns dias após a infecção. A forma crônica, que pode surgir após as outras duas, 

se caracteriza por sinais como artrite e endocardite, que podem levar a aumento e 

rigidez nas articulações. O patógeno pode ser disseminado para o ambiente por 

meio de fezes, urina, saliva e secreção nasal e contraído pela ingestão de água ou 

alimentos contaminados ou por ferimentos na pele (Stackebrandt et al., 2006). 

 

Figura 3. Lesões típicas da erisipela suína 

 

Fonte: http://www.thepigsite.com/pighealth/article/181/erysipelas/ 

 

 Os mecanismos de patogenicidade de E. rhusiopathiae não são bem 

conhecidos. Enzimas como a neuraminidase e a hialuronidase, que degradam 

compostos da parece celular de mamíferos, parecem estar associadas com a 

patogenicidade (Wang et al., 2010), assim como proteínas de superfície com papel 

de adesinas (Zhu et al., 2018). A enzima glicolítica gliceraldeídeo-3-fosfato 
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desidrogenase, que também se comporta adesina, foi a primeira proteína 

moonlighting a ser apontada como um fator de patogenicidade de E. rhusiopathiae 

(Zhu et al., 2017). Outras proteínas com função de adesina e de transporte também 

foram apontadas como potenciais fatores de patogenicidade em um trabalho de 

proteômica comparativa entre uma linhagem mais virulenta e outra menos virulenta 

(Wang et al., 2017). A cápsula de E. rhusiopathiae também parece ser um fator de 

patogenicidade, pois mutantes incapazes de produzi-la se mostraram menos 

virulentos em camundongos por serem capazes de resistir à fagocitose por 

macrófagos (Shimoji et al., 1994). Entretanto, um trabalho de transcriptômica e 

proteômica em que foram comparadas uma linhagem altamente virulenta e uma 

atenuada sugeriu que a virulência de E. rhusiopathiae está associada à 

neuraminidase, mas não à hialuronidase ou à cápsula (Li et al., 2016). 

Os genomas de 5 linhagens de E. rhusiopathiae já foram sequenciados e 4 

deles foram montados e anotados, enquanto o quinto é um “permanent draft”, ainda 

separado em contigs (Tabela 2). O sequenciamento do genoma de E. rhusiopathiae 

mostrou que o patógeno possui um genoma com cerca de 1,8 Mb, com um conteúdo 

de GC de cerca de 36,5% e cerca de 1700 ORFs. E. rhusiopathiae não possui os 

genes necessários à síntese de ácidos graxos saturados ou insaturados, 

característica incomum para o filo Firmicutes, além de não possuir vários genes 

necessários à síntese de aminoácidos e cofatores enzimáticos (Ogawa et al., 2011; 

Kwok et al., 2014). Foram encontrados diversos genes de enzimas antioxidantes e 

fosfolipases, que podem permitir que o patógeno resista à fagocitose por 

macrófagos. Fosfolipases poderiam ainda permitir que o patógeno obtenha ácidos 

graxos do hospedeiro, já que ele não apresenta genes para sua biossíntese (Ogawa 

et al., 2011; Kwok et al., 2014). E. rhusiopathiae também apresenta diversos genes 

de resistência a antibióticos, como canamicina e vancomicina. Não foram 

encontrados plasmídeos nas linhagens sequenciadas, embora a presença de 

plasmídeos (um deles contendo um gene de resistência a macrolídeos) já tenha sido 

relatada em linhagens não sequenciadas (Xu et al., 2015; Noguchi et al., 1993). 
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Tabela 2. Linhagens de E. rhusiopathiae com genoma sequenciado 

Linhagem 
Accession number 

(NCBI) 
Status 

Tamanho  
(Mb) 

GC% ORFs 
Similaridade com a  

linhagem Fujisawa (%) 
Referência 

Fujisawa (referência) NC_015601 Completo 1,79 36,6 1661 100,00 Ogawa et al., 2011 

SY1027 NC_021354 Completo 1,75 36,4 1408 97,24 Kwok et al., 2014 

GXBY-1 NZ_CP014861 Completo 1,88 36,5 1734 97,54 Tang et al., 2016 

ATCC 19414 NZ_ACLK00000000 4 contigs 1,75 36,5 1613 94,71 Não publicado 

WH13013 CP017116 Completo 1,78 36,5 1662 99,63 Não publicado 

 

1.2 Vacinas contra E. rhusiopathiae 
 

 Os sorotipos mais virulentos e mais comumente detectado em surtos de 

erisipela suína são 1a, 1b e 2 (Bender et al., 2010; Bender et al., 2011; Imada et al., 

2004; Eamens et al., 2006). Infecções por E. rhusiopathiae são comuns no mundo 

todo e estima-se que de 30% a 50% dos suínos aparentemente saudáveis sejam 

portadores da bactéria, que se aloja nas amídalas e em outros tecidos linfoides. O 

controle da bactéria pode ser feito com medidas de manejo dos rebanhos, 

manutenção de boas condições de higiene nos criadouros e vacinação dos animais 

(Wood, 1992).  

Vacinas veterinárias contra E. rhusiopathiae estão disponíveis desde os anos 

1950 e são fabricadas a partir de células inativadas por formalina ou com linhagens 

atenuadas (Wood, 1992). Entretanto, as vacinas disponíveis oferecem proteção por 

6 a 12 meses, o que exige vacinações constantes, e nem todos os animais 

vacinados ficam imunizados. Além disso, as vacinas protegem apenas contra a 

forma aguda da doença e sabe-se que a exposição dos animais a células inteiras 

pode agravar os sinais da forma crônica (Wood, 1992; Swan e Lindsey, 1998). 

Surtos de erisipela suína aguda têm diminuído graças às vacinas disponíveis, mas 

casos da forma crônica da doença têm se tornado mais frequentes (To et al., 2012; 

Nagai et al., 2008). Países como China, Japão e EUA têm registrado surtos da 

doença, inclusive entre animais vacinados (Zou et al., 2015; Opriessnig et al., 2004; 

To et al., 2012). Assim, surge a necessidade de se desenvolverem novas vacinas 

contra E. rhusiopathiae, preferencialmente baseadas em antígenos individuais por 

questões de biossegurança.  
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 O antígeno de E. rhusiopathiae mais bem caracterizado é uma proteína 

chamada SpaA (Surface protective antigen A), que se mostrou protetora em 

camundongos e suínos (Makino et al., 1998; Imada et al., 1999; Nazierbieke et al., 

2010). Essa proteína possui a capacidade de se ligar a células endoteliais de suínos 

(Zhu et al., 2017), além de recrutar plasminogênio (Zhu et al., 2017) e inibir a ação 

do sistema complemento do hospedeiro (Borrathybay et al., 2015), atuando, 

portanto, como um fator de patogenicidade. Cheun et al. (2004) geraram uma 

linhagem de Lactococcus lactis capaz de expressar SpaA e que apresentou 

capacidade protetora em camundongos. Outras proteínas da família da SpaA, como 

a SpaB e a SpaC também se mostraram protetoras em camundongos (To e Nagai, 

2007). Também foi demonstrado que a proteína CbpB (choline-binding protein B) 

tem poder imunizante em camundongos e suínos (Shi et al., 2013).  

Sabe-se que o sobrenadante de cultivos de E. rhusiopathiae concentrado é 

capaz de induzir proteção contra a bactéria, mas os antígenos responsáveis por 

esse efeito não são conhecidos (Shi et al., 2013). Para tentar identificar alguns 

desses antígenos, o sobrenadante de cultivos de E. rhusiopathiae foi investigado 

usando-se uma abordagem imunoproteômica chamada SERPA (SERological 

Proteome Analysis) (Marquioni, 2015). O procedimento, que é mostrado 

esquematicamente na Figura 4, consistiu em precipitar as proteínas presentes no 

sobrenadante de cultivos in vitro de E. rhusiopathiae, separá-las por eletroforese 2D 

e submeter os géis bidimensionais a um western blot, usando como fonte de 

anticorpos o soro de suínos imunizados contra a erisipela com uma vacina 

comercial. Os spots imunorreativos deviam conter proteínas antigênicas da bactéria, 

que foram então identificadas por espectrometria de massas.  
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Figura 4. Experimentos de imunoproteômica (SERPA) para identificação de proteínas potencialmente antigênicas 
no sobrenadante de cultivos de E. rhusiopathiae 

Fonte: autor 

 

Esses experimentos permitiram que se obtivesse uma lista de proteínas 

candidatas a antígenos, as quais podem ser clonadas e expressas em um sistema 

heterólogo. Cada proteína expressa e purificada pode então ser avaliada quanto ao 

seu caráter antigênico e protetor contra E. rhusiopathiae. Aquelas que apresentarem 

efeito protetor podem ser incorporadas em uma nova vacina contra o patógeno. 

 

1.3 Aptâmeros 
 

 A identificação de E. rhusiopathiae em amostras ambientais e clínicas (não 

apenas de suínos e seres humanos, mas também de outros animais de criação e 

selvagens) pode ser feita por métodos microbiológicos, como o cultivo em meios 

seletivos e a avaliação de características bioquímicas (Reboli e Farrar, 1992). 

Diversos meios de cultura foram propostos para o isolamento e identificação da 

bactéria: ESB (Erysipelothrix Selective Broth), MBA (Modified Blood Azide medium), 

BHI (Brain Heart Infusion), meio de Packer, meio de Bohm, meio de Shimoji, entre 

outros (Wang et al., 2010; Tang et al., 2016). A maioria dos meios de cultivo para E. 

rhusiopathiae inclui antibióticos como canamicina, vancomicina e neomicina, aos 
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quais a bactéria é resistente. E. rhusiopathiae é alfa-hemolítica em ágar-sangue 

(mas nunca beta-hemolítica), e catalase e oxidase negativa, e a maioria das 

linhagens é capaz de produzir H2S (Reboli e Farrar, 1992; Jones, 1986; Vickers e 

Bierer, 1958). 

 E. rhusiopathiae também pode ser detectada por métodos moleculares, 

principalmente aqueles baseados em PCR. O método de PCR desenvolvido por 

Makino et al. (1994) possui um limite de detecção de 20 células, mas não é capaz de 

diferenciar E. rhusiopathiae de E. tonsillarum, ao contrário do método de Yamazaki 

(2006), que usa PCR multiplex. Foram desenvolvidos métodos de PCR capazes de 

distinguir entre diferentes linhagens de E. rhusiopathiae (Shiraiwa et al., 2015; 

Shiraiwa et al., 2017), sendo que alguns deles utilizam PCR em tempo real (Pal et 

al., 2010; Shen et al., 2010). Também foi desenvolvido um método para detecção de 

E. rhusipathiae baseado na técnica LAMP (Loop-mediated isothermal AMPlification), 

que dispensa o uso de um termociclador (Yamazaki et al., 2014). 

 Por fim, E. rhusiopathiae ainda pode ser detectada por métodos sorológicos, 

principalmente baseados em ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Foram 

desenvolvidos vários métodos para detecção de E. rhusiopathiae por ELISA em 

suínos e aves de criação (Jenvey et al., 2015; Kurian et al., 2012; Takahashi et al., 

2000). Shimizu et al. (2016) usaram um método baseado em ELISA para estudar a 

presença de E. rhusiopathiae em cervos e javalis no Japão, evidenciando-os como 

reservatórios naturais da bactéria. Também já foram desenvolvidos ensaios que 

utilizam microbeads fluorescentes para a detecção de E. rhusiopathiae em suínos e 

em cetáceos (Melero et al., 2016; Giménez-Lirola et al., 2012). 

 Os métodos descritos acima são relativamente demorados e exigem para sua 

implantação uma infraestrutura laboratorial sofisticada e profissionais treinados: a 

bactéria não é particularmente fastidiosa, mas métodos microbiológicos exigem o 

preparo de meios de cultura e manipulação em condições assépticas; o uso de 

métodos moleculares exige equipamentos e reagentes de alto custo; e métodos 

sorológicos costumam ser indiretos, detectando não o patógeno em si, mas 

anticorpos contra o mesmo. Há a necessidade de se desenvolverem novos métodos 

de detecção de E. rhusiopathiae, preferencialmente rápidos e de baixo custo. 
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 Uma tecnologia que poderia ser utilizada no desenvolvimento de novos 

sistemas de detecção para E. rhusiopathiae são os aptâmeros. Aptâmeros (do latim, 

aptus, “ajuste”, e do grego, meros, “parte”) são pequenas moléculas de DNA ou RNA 

em fita simples capazes de assumir uma conformação tridimensional que permite 

sua interação com um composto alvo, com alta afinidade e especificidade 

(Stoltenburg et al., 2007) (Figura 5).  

 

Figura 5. Reconhecimento de um composto alvo por um aptâmero 

Fonte: Darmostuk et al., 2015 

 

 Aptâmeros são gerados in vitro por meio de uma técnica chamada SELEX 

(Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment). A SELEX foi relatada 

na literatura pela primeira vez em 1990, em duas publicações independentes, nas 

quais os autores trabalharam com aptâmeros de RNA (Tuerk e Gold, 1990; Ellington 

e Szostak, 1990). Na SELEX feita com DNA, usa-se uma biblioteca de ssDNA 

(single-stranded DNA) com cerca de 100 nt, contendo sequências fixas nas 

extremidades 5’ e 3’ e uma sequência aleatória na região central. Graças à 

diversidade de sequências dessa região, as moléculas da biblioteca podem se 

dobrar em diferentes estruturas tridimensionais, algumas das quais devem ser 

capazes de interagir com o composto alvo de interesse. Já as regiões fixas nas 

extremidades 5’ e 3’ permitem que a biblioteca seja amplificada por PCR. 

 A biblioteca é incubada com o composto alvo de interesse, permitindo que 

algumas de suas moléculas se liguem a ele. As moléculas não ligantes são então 

removidas e as ligantes, recuperadas e amplificadas por PCR. Esses procedimentos 

constituem o primeiro ciclo da SELEX. O produto de PCR deve ser então convertido 

novamente em fita simples e usado para iniciar o ciclo seguinte (Figura 6). Após 5-
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15 ciclos, a biblioteca deve ter sido enriquecida em moléculas com capacidade de se 

ligar ao alvo, que são os aptâmeros. Após a amplificação do último ciclo, os 

aptâmeros são clonados em E. coli, o que permite sua individualização. Cada clone 

obtido deve conter um aptâmero “monoclonal” (em oposição aos aptâmeros 

“policlonais” obtidos ao final da SELEX) que pode então ser re-amplificado, 

sequenciado e caracterizado (Stoltenburg et al., 2007).  

 

Figura 6. SELEX 

Fonte: autor 

 

 Aptâmeros apresentam várias vantagens em relação a anticorpos: são 

gerados em menor tempo e in vitro, ou seja, não exigem hospedeiros animais para 

sua produção; possuem maior uniformidade entre lotes; podem ser facilmente 

marcados com fluoróforos ou tags para captura (biotina, digoxigenina, etc); podem 

ser selecionados em condições ajustáveis (pH, temperatura, força iônica); podem 

ser clonados e sequenciados; e podem ser gerados contra alvos tóxicos ou não 

antigênicos (Ku et al., 2015). De fato, já foram gerados aptâmeros contra íons 

inorgânicos, como Na+ (Zhou et al., 2016), pequenos compostos orgânicos, como 

dopamina (Azadbakht et al., 2016), nucleotídeos, como cAMP (Zhao et al., 2015), 

aminoácidos, como L-triptofano (Yang et al., 2015), antibióticos, como canamicina 

(Ha et al., 2017), proteínas, como a metiltransferase do vírus da encefalite japonesa 

(Han e Lee, 2017), e células inteiras. 
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No caso da SELEX feita contra células inteiras, a técnica recebe o nome de 

cell-SELEX (Sefah et al., 2010) e os alvos são compostos inicialmente 

desconhecidos presentes na superfície celular. A separação das moléculas não 

ligadas pode ser feita por centrifugação das células incubadas com o ssDNA: as 

moléculas não ligadas permanecem no sobrenadante, enquanto que as ligadas 

podem ser recuperadas do pellet. Para garantir a especificidade dos aptâmeros 

selecionados, podem ser conduzidos ciclos de seleção negativa, ou seja, usando-se 

células diferentes da linhagem de interesse. Nesses ciclos, coleta-se o sobrenadante 

da centrifugação, não o pellet.  

 A técnica de cell-SELEX foi usada para desenvolver aptâmeros para diversas 

bactérias patogênicas: Staphylococcus aureus (Ramlal et al., 2018), Neisseria 

meningitidis (Mirzakhani et al., 2017), Pseudomonas aeruginosa (Soundy e Day, 

2017), Escherichia coli O157:H7 (Amraee et al., 2017), Salmonella enterica 

Typhimurium (Lavu et al., 2016), Haemophilus influenzae (Bitaraf et al., 2016), 

Streptococcus pyogenes (Hamula et al., 2016), entre outros. Entretanto, não foram 

encontrados na literatura relatos de aptâmeros selecionados contra E. rhusiopathiae. 

Aptâmeros podem ser utilizados em substituição a anticorpos em diversos 

procedimentos analíticos: western blot, ELISA, dispositivos imunocromatográficos, 

biossensores, microscopia de fluorescência e citometria de fluxo (Forier et al., 2017; 

Castro et al., 2017; Lee et al., 2015; Kim et al., 2016; Chen e Yang, 2015). 

Aptâmeros capazes de se ligar a E. rhusiopathiae poderiam ser incorporados 

futuramente em dispositivos para detecção rápida do patógeno. 
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6 Conclusões 
 

Este trabalho teve como objetivos a expressão recombinante de proteínas da 

bactéria Erysipelothrix rhusiopathiae candidatas a antígenos e a seleção de 

aptâmeros contra esse patógeno por cell-SELEX.  

Dentre as 11 proteínas candidatas a antígenos selecionadas, 5 puderam ser 

expressas e purificadas para uma avaliação de seu caráter antigênico e 2 delas 

apresentaram um provável efeito protetor em ensaios de imunização de 

camundongos, o que as torna promissoras como antígenos vacinais contra a 

erisipela suína. Além disso, os resultados obtidos apontam que a abordagem 

imunoproteômica utilizada é válida para a busca por proteínas antigênicas. 

A seleção de aptâmeros parece ter sido altamente estringente, pois apenas 6 

sequências foram obtidas após o sequenciamento de 20 clones selecionados 

aleatoriamente, os quais puderam ser agrupados em apenas 3 famílias, com 

sequências altamente similares dentre as sequências de uma mesma família. 
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7 Perspectivas 
 

Futuramente, o ensaio de imunização de camundongos poderá ser repetido 

usando-se no desafio um inóculo intermediário entre os que foram utilizados aqui 

(1.000 e 10.000 células por animal), permitindo que se observe melhor o efeito 

protetor dessas proteínas. Caso se confirme a capacidade imunizante dessas 

proteínas contra E. rhusiopathiae, estas poderão ser incorporadas no futuro em uma 

nova vacina veterinária contra a erisipela suína. Também poderão ser realizados 

estudos de otimização dessa vacina, variando-se a quantidade de proteína e o 

número de doses e testando-se combinações entre as duas proteínas. 

Quanto aos aptâmeros, agora que suas sequências são conhecidas, eles 

poderão ser sintetizados novamente e então caracterizados por citometria de fluxo 

ou outro método, como PCR em tempo real. Aptâmeros que se mostrarem 

promissores poderão ser utilizados em novos dispositivos para a detecção de E. 

rhusiopathiae. 
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