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A pleuropneumonia suina é uma doenga infecto-contagiosa, causada por Actinobacillus pleuropneumoniae (App),
um importante patdogeno de suinos. Quinze sorotipos de App ja foram descritos, os quais expressam variavelmente
trés diferentes exotoxinas pertencentes a familia das toxinas RTX: ApxI, ApxIl e ApxIIl. Nos ultimos anos, uma
nova RTX foi identificada e caracterizada, sendo denominada de ApxIV. Estudos indicam que esta € uma proteina
antigénica, expressa somente "in vivo", sendo o gene apxlV encontrado em todos os sorotipos e especificamente em
A. pleuropneumoniae. Com o objetivo de produzir um antigeno para a identificagdo de App através de teste de
ELISA, foi selecionada uma regido altamente conservada do gene apxlV, a regido que codifica a por¢ao carboxi-
terminal da toxina. O fragmento contendo a regido C-terminal do gene apxIV foi obtido apds amplificacdo a partir do
DNA total de A. pleuropneumoniae (sorotipo 5) com primers especificos, os quais continham os sitios de restri¢do
para Ndel e EcoRlI, possibilitando a clonagem do peptideo em fase no vetor pET15b. O fragmento de 2 kb, tratado
com Klenow e polinucleotideo quinase para o preenchimento das extremidades e fosforilagdo da extremidade 5', foi
subclonado no vetor pUC18-Smal defosforilado. O clone recombinante pUCtoxIV foi totalmente seqiienciado para
determinar a integridade o fragmento clonado. O plasmideo pUCtoxIV, entdo, foi digerido com Ndel e EcoRI ¢ o
fragmento de 2 kb purificado e subclonado no vetor de expressdo pET15b, que foi digerido com as mesmas enzimas.
A analise da expressdo da regido C-terminal do gene apxIV sera analisada em gel SDS-PAGE apds indugdo com
IPTG. A purificagdo do peptideo sera realizada por métodos padrdes e utilizada na padronizagdo de um ELISA
especifico para identificar App. (BIC).
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