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Introdugdo

A pneumonia por Pneumocystis (PPc) é uma infecdo causada por Pneumocystis jirovecii, um
fungo atipico, capaz de provocar pneumonia intersticial severa em imunocomprometidos. O
seu diagndstico depende da recolha de espécimes respiratérios obtidos por técnicas
invasivas e onerosas, pelo que o desenvolvimento de um teste de diagndstico seroldgico é
uma necessidade premente. P. jirovecii contém proteinas especificas, como a glicoproteina
major de superficie (Msg) e a serina endopeptidase Kex1, que demonstram propriedades
antigénicas reativas. Assim, a sintese de antigénios recombinantes sintéticos multiepitopo,
gue envolvam regiGes antigénicas destas proteinas, é uma abordagem promissora no
diagndstico seroldgico da PPc.

Objetivo

Desenvolver um teste rdpido imunocromatografico para dete¢do de anticorpos circulantes
anti-P. jirovecii, através da produgdo de antigénios recombinantes sintéticos multiepitopo
especificos de P. jirovecii e sua conjugacdo com nanoparticulas de ouro (AuNP)
funcionalizadas.

Métodos

O desenho dos antigénios multiepitopo das proteinas Msg e Kex1 foi feito com base no
estudo in silico da imunogenicidade da regido C-terminal da Msg (GenBank: JN792933.1) e
da sequéncia completa da Kex1 (GenBank: AY130996.1), através dos softwares ExPASy —

ProtScale e CBS — TMHMM. Os antigénios sintéticos foram expressos em E. coli XJb (DE3) e
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purificados por cromatografia de afinidade com i6es metdlicos de niquel. O antigénio
sintético da Msg foi utilizado como ferramenta antigénica numa técnica de ELISA indireta
otimizada para a detecdo de anticorpos totais, IgG e IgM anti-P. jirovecii.

Resultados

Um antigénio sintético com trés epitopos reativos da Kexl e outro com trés epitopos
reativos da Msg foram produzidos. Os niveis de anticorpos IgM contra o antigénio sintético
da Msg mostraram-se estatisticamente aumentados em doentes com PPc (p = 0,001). O
teste ELISA para pesquisa de IgM anti-P. jirovecii mostrou, quando associado aos critérios de
diagnéstico clinico, aplicabilidade no rastreio da PPc.

Conclusdes

Foram produzidos dois antigénios recombinantes sintéticos especificos de P. jirovecii. O
antigénio sintético da Msg mostrou aplicabilidade como biossensor da PPc. Trabalho futuro
requer a avaliacdao do potencial do antigénio sintético da Kex1 como biossensor da PPc e a
conjugacdo dos antigénios sintéticos com AuNP, que serdo o nucleo do teste rapido a
desenvolver.
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