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RESUMO: Este trabalho teve como objetivo avaliar o perfil imunogénico em caprinos de
trés vacinas inativadas contra agalaxia contagiosa (AC), preparadas com linhagens de
Mycoplasma agalactiae isoladas no Brasil. A vacina 1 foi adsorvida em hidréxido de
aluminio, a vacina 2 em Montanide IMS-2215-VG e a vacina 3 em Montanide Gel-01. O
perfil proteico do antigeno vacinal foi avaliado por SDS-PAGE e a imunogenicidade da
vacina pela técnica de Western blotting. A vacina foi administrada em trés doses, com
intervalo de 21 dias entre a primeira e a segunda e de 180 dias entre a segunda e a
terceira. O pool de soros de dez caprinos coletados nos periodos 0, 21, 35, 90, 150, 210,
270 e 360 dias pos-vacinacao foram testados pela técnica de Western blotting. A vacina 2
foi mais antigénica, seguida da vacina 1. Os anticorpos foram observados 21 dias apés a
primeira dose para as trés vacinas. Houve diferenca no perfil das proteinas que foram
reconhecidas por anticorpos para as vacinas 1 e 2; a vacina 1 estimulou a producéo de
anticorpos contra as proteinas P48 e P55 e a vacina 2 contra a P48 e a P80. Conclui-se
gue as vacinas 1 e 2 tiveram um perfil semelhante quanto a inducdo da producgéo de
anticorpos.

Palavras-chave - adjuvante; imunoblotting; Mycoplasma agalactiae; pequeno ruminante.

ABSTRACT - This study aimed to evaluate the immunogenicity in goats of three inactivated
vaccines against contagious agalactia (CA), prepared with a Brazilian field strain of
Mycoplasma agalactiae. Three different vaccine formulations were evaluated: Vaccine 1 -
antigen adsorbed onto aluminum hydroxide; Vaccine 2 - antigen adsorbed onto Montanide
IMS-VG-2215, and Vaccine 3 - antigen adsorbed onto Montanide Gel-01. The protein profile
of the vaccine antigen was evaluated by SDS-PAGE and vaccine immunogenicity by
Western blotting technique. The vaccines were administered in three doses, with an interval
of 21 days between the first and second doses and 180 days between the second and the
third doses. Sera pool collected from ten goats in periods 0, 21, 35, 90, 150, 210, 270 and
360 days after first dose were tested by Western blotting technique. Vaccine 2 was more
antigenic than vaccine 1. The antibodies were observed 21 days after the first dose for all
vaccines. It has difference in the proteins profile that were recognized by antibodies to
vaccines 1 and 2: vaccine 1 stimulated antibodies production against P48 and P55 proteins
and the vaccine 2 against P80 and P48 proteins. We concluded that vaccines 1 and 2 had a
similar profile in induction of antibody production.

Palavras-chave - adjuvant; immunoblotting; Mycoplasma agalactiae; small ruminant.
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INTRODUCAO

O Mycoplasma agalactiae € um
dos principais agentes causadores da
agalaxia contagiosa (AC) de caprinos e
ovinos, que ¢é uma sindrome
caracterizada por agalaxia, poliartrite e
ceratoconjuntivite. A infeccdo se
dissemina rapidamente no rebanho,
determinando grandes perdas
econdmicas, decorrentes da diminuicao
da producdo do leite e da morte dos
animais. A enfermidade € endémica em
paises do Mediterraneo, Africa e regi&o
oeste e central da Asia e € uma doenca
emergente em paises da América e no
Japao (Azevedo et al.,, 2006; OIE,
2012).

Uma das estratégias de controle
da AC é a adocédo da antibioticoterapia
por longos periodos que reduz os sinais
clinicos, mas mantém um grande
namero de animais portadores. Além
desta, a inducdo de partos com
separacao imediata das crias e o uso de
bioterapico foram estudadas (Alcantara
et al., 2003; Marinho, 2008).

As primeiras vacinas produzidas
contra AC em caprinos e ovinos datam
da década de 70 (Foggie et al., 1970),
mas apenas na década de 90 é que
passou a ser utilizada  mais
intensamente na Europa, onde a doenca
causa perdas econdémicas consideraveis
(Ledn Vizcaino et al., 1995).

No Brasil, foram testadas vacinas
inativadas de M. agalactiae adsorvidas
com diferentes adjuvantes (hidroxido de
aluminio, Montanide [IMS-2215-VG e
Montanide Gel-01), obtendo-se bons
resultados na que continha adjuvante
oleoso (Campos, 2012).

O M. agalactiae pode alterar os
antigenos de superficie de acordo com
De La Fe et al. (2006). Em amostras
brasileiras de M. agalactiae, isoladas de
leite caprino de infeccao natural, foram
identificadas  proteinas com peso
molecular que variaram de 30 a 135 kD
no SDS-PAGE, com imunogenicidade
para as que possuiam  pesos

moleculares de 135, 55 e 48 kD
(Campos, 2012).

A imunizacdo como estratégia de
prevencao da agalaxia contagiosa, pode
se tornar uma realidade no Brasil, pois
0S primeiros estudos demonstraram o
potencial das vacinas produzidas com
amostras isoladas no Nordeste do pais.
Nesse sentido, o0 objetivo deste trabalho
foi avaliar a producgéo de anticorpos anti-
proteinas M. agalactiae em caprinos
vacinados com antigeno bruto inativado,
adsorvido com diferentes adjuvantes.

MATERIAL E METODOS

As vacinas foram preparadas a
partir da amostra de M. agalactiae
(BrPB3.03) previamente caracterizada
(Campos, 2012), cultivada durante 96
horas em caldo Hayflick modificado, pH
7,8, enriquecido com 20% de soro
equino  inatvado a 37°C em
microaerofilia. O cultivo foi centrifugado
duas vezes a 3800g durante uma hora e
ressuspenso em tampao salino fosfato
[PBS, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10,2
mM Na2HPOa4, 1,8 mM KH2POa4, pH 7,6].

A suspenséao bacteriana obtida foi
ajustada para uma concentracao
proteica pré-inativacdo de 5 mg/dose da
vacina e inativadas com formaldeido a
0.4% (v/v) por 24 horas a 37°C. A
suspensdo inativada adsorvida sob
agitacdo mecanica e constante durante
trés horas a temperatura ambiente, com
0 respectivo adjuvante: a) Vacina 1. Gel
de hidréxido de aluminio na
concentracdo de 6 mg/mL de vacina
(adjuvante aquoso); b) Vacina 2:
Montanide IMS 2215 VG PR (Seppic
Inc.), na concentracdo de 25% (v/v)
(adjuvante oleoso); c¢) Vacina 3:
Montanide Gel 01 PR (Seppic Inc.), a
5% (v/v) (adjuvante aquoso), descrito
por Campos (2012). As vacinas foram
estocadas a 4°C.

Quarenta caprinos sem padrao
racial definido, machos e fémeas, com
idade variando de 6 a 48 meses, foram
distribuidos aleatoriamente em trés
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grupos vacinais e um controle, com dez
animais cada. A imunizagdo foi
realizada por via subcutanea na regiao
da axila direita e esquerda, previamente
tricotomizada, com duas doses de 2 mL
com intervalo de 21 dias. Uma terceira
dose foi administrada 180 dias apds a
segunda vacinacdo. O grupo controle
recebeu o mesmo protocolo de
vacinacdo utilizando PBS estéril como
inoculo, como descrito por Campos
(2012).

Os soros dos caprinos foram
coletados nos dias 0, 21, 35, 90, 150,
210, 270 e 360 dias ap6s a 12
vacinacao.

Para analise do perfil protéico
pelo Western blotting (WB), a amostra
de M. agalactiae (BrPB3.03) em caldo
Hayflick modificado (1,5 mL) foi
centrifugada a 12000g por 20 minutos e
o pellet foi ressuspenso em PBS, pH
7,6. A concentracdo de proteina foi
determinada por espectrofotometria
(BioPhotometer Plus, Eppendorf,
Alemanha) utilizando um filtro de 280. A
amostra foi misturada em tampéao de lise
[500 mM Tris/HCI pH 6,8, 4,6% (p/v)
SDS, 20% (v/v) glicerol, 10% (v/v) 2-
mercaptoetanol e 0,004% azul de
bromofenol] e fervida por 5 min.
Posteriormente, 15 pg de proteinas de
M. agalactiae foram separadas por
SDS-PAGE 12% (Laemmli, 1970). A
eletroforese foi realizada a 250 V e 50
mA por gel durante 40 minutos, com
posterior coloracdo do gel com a
solucéo de Comassie blue [0,005% (p/v)
azul brilhante de Coomassie R-250, 7%
(v/v) acido acético, 25% (v/v) metanol].

As proteinas separadas por SDS-
PAGE  foram transferidas para
membrana de nitrocelulose 0,45 um a 8
V e 700 mA por 70 minutos. As
membranas foram bloqueadas em
solugdo de bloqueio [PBS pH 7,6; 2%
(p/v) leite em poO desnatado (LPD)] por
30 minutos a 37°C, e em seguida

lavadas trés vezes em PBS pH 7,6 por 5
minutos.

A membrana sensibilizada foi
cortada em tiras e imersa no pool dos
soros dos caprinos vacinados diluido
1:100 e nos controles positivo e
negativo diluidos 1:200 em solucdo de
bloqueio e incubadas a 37°C por 45
minutos. O controle negativo do WB
constituiu de um pool de soros de cinco
caprinos nao imunizados e negativos
para M. agalactiae e o controle positivo
de um pool de soros de cinco animais
com sinais clinicos de AC, testados
previamente pelo ELISA indireto
(Campos et al., 2009).

Apoés incubacdo, as tiras foram
lavadas trés vezes por 5 minutos a
temperatura ambiente com PBS e em
seguida incubadas com conjugado
proteina G peroxidase (Sigma-Aldrich)
diluido 1:9000. As tiras foram
novamente submetidas a lavagem e
incubadas em solucao de revelacao [0,1
M tampéao citrato pH 5,0; 0,3 mg/mL 3’-
3’-5’-5'-tetrametilbenzidina (TMB) e
0,38% peréxido de hidrogénio]. Apds
cinco minutos, a reacgéao foi interrompida
com agua destilada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise da linhagem de
Mycoplasma agalactiae utilizada na
vacina pela eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) mostra
bandas proteicas de 20 kDa a 120 kDa.
Trés bandas localizadas entre 20 e 30
kDa, 50 e 70 kDa e acima de 120 kDa
nao tiveram o peso molecular definido a
partir do peso molecular padrao utilizado
neste estudo (Fig. 1). Resultados de De
La Fe et al. (2006) mostram varias
proteinas entre 0s intervalos
anteriormente citados e em torno de 5
bandas com pesos moleculares acima
de 102 kDa e relatam a
imunogenicidade de proteinas com
pesos moleculares de 24-25, 60 e 104-
105 kDa.

Archives of Veterinary Science, v.23, n.4, p. 10-16, 2018.



Cavalcanti et al. (2018)

13

PM  AMOSTRA VACINALDE M. agalactiae

1683

= o
% = 20kDa

Figura 1 - SDS-PAGE de proteina total de M. agalactiae
corado com Comassie blue. Numeracdo a esquerda: peso
molecular; Numeragdo a direita: pesos moleculares das
proteinas de M. agalactiae.

Através do imunoblotting foi
possivel verificar a presenca de
anticorpos IgG anti- M. agalactiae no
pool dos soros dos caprinos vacinados
com as trés vacinas, entretanto, as
vacinas 2 (adjuvante oleoso) foi mais
antigénica, seguida da vacina 1
(adjuvante hidréxido de aluminio),
confirmando os achados de Campos
(2012) atravées do ELISA indireto.
Adicionalmente, também houve
diferenga no perfil das proteinas que
foram reconhecidas por anticorpos para
as vacinas 1 e 2; a vacina 1 estimulou a
producdo de anticorpos contra as
proteinas P48 e P55 e a vacina 2 contra
a P48 e a P80.

Buonavoglia et al. (1998) e Greco
et al. (2002) observaram que a vacina
associada ao adjuvante oleoso foi mais
imunogénica do que a vacina com
adjuvante  hidréxido de aluminio.
Buonavoglia et al. (2008) verificaram
que a vacina constituida por uma
emulsdo de trés 6leos minerais impediu
a infeccdo dos animais, caracterizada
por sinais clinicos e eliminacdo da
bactéria pelo leite e por via nasal, ap0s
o desafio.

Em relacdo a presenca de
anticorpos anti- M. agalactiae, observou-
se que ja havia producéo de anticorpos
21 dias apds a primeira dose para as
trés vacinas. Nos periodos 90, 150 e
210 houve uma queda na quantidade de
anticorpos (Fig. 2), representado pela
diminuicdo da intensidade das bandas

no Western blotting (Fig. 2). A
diminuicdo na producdo de anticorpos
em um curto periodo pos-vacinacao,
provavelmente, deve-se ao fato de que
a vacina inativada estimular niveis de
anticorpos mais baixos e menos
persistentes, necessitando de
repeticdes das doses em periodos mais
curtos (Leon Vizcaino et al., 1995;
Buonavoglia et al, 1998); fato
comprovado com o0 aumento da
intensidade das bandas nos dias 280 e
360 apos o reforco vacinal administrado
180 dias ap0s a segunda dose (Fig. 2).

Figura 2 - Imunoblotting de proteina total de M. agalactiae
utilizando soros de caprinos vacinados com as vacinas
experimentais 1 (A), 2 (B) e 3 (C). A numeracéo na fita
corresponde aos dias apés a 12 dose da vacinagdo: 1: 12
dose da vacina; 2: 21 dias pés-vacinagdo; 3: 35 dias pos-
vacinacdo; 4: 90 dias pos-vacinagdo; 5: 150 dias pos-
vacinagdo; 6: 210 dias pos-vacinacao; 7: 270 dias poés-
vacinacdo e 8: 360 dias pos-vacinagdo. Os pesos
moleculares das proteinas em kDa estdo indicados a
esquerda.

Pelo Western blotting, observa-se
qgue, apbés as duas primeiras doses, a
vacina constituida de extrato total de M.
agalactiae foi capaz de estimular a
producdo de anticorpos contra as
proteinas com 82, 80, 55, 48. Uma
banda ténue com peso molecular de 30
kDa € vista nas vacinas 1 e 2 apos a
terceira dose. Apds a terceira dose,
ministrada 180 dias apds a segunda, as
proteinas mais antigénicas foram as de
80, 55 e 48 kDa. Anticorpos anti-
proteinas com 55 e 48 kDa persistiram
mesmo no periodo que houve queda do
titulo. Apdés a terceira dose vacinal
reapareceram as bandas de 55 e 48
kDa para as vacinas 1 e 2, 80 kDa para
a vacina 2 e 48 kDa para a vacina 3

(Fig. 2).
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Campos (2012) relatou que a
proteina P48 foi a mais imunogénica em
soros de caprinos naturalmente
infectados. A P48 é uma lipoproteina
que possui uma potente  acgdo
imunoestimulante, sendo um dos
principais antigenos encontrados na
infeccdo por M. agalactiae (Rosati et al.,
1999; 2000). Chessa et al. (2009)
imunizaram camundongos com uma
vacina de DNA contendo o gene da P48
e houve estimulo da resposta imune
celular (Thl) e humoral (Th2); IgG1 anti-
P48 recombinante foi identificado por
ELISA.

Anticorpos anti-P55 foram
observados 21 dias apdés a primeira
vacinacao, e estavam

consideravelmente diminuidos apos 90
dias, nas vacinas 2 e 3; reaparecendo
apos a dose de reforco nas vacinas 2 e
3. Santona et al. (2002) e Tola et al.
(1997) relatam que a P55 ¢é
intensamente imunogénica em animais
infectados com M. agalactiae.

Anticorpos IgG anti- a fragédo de 80
kDa foram observados 35 dias apos a
primeira vacinacdo, além de uma outra
banda de aproximadamente 82 kDa na
vacina 2. No artigo de Tola et al. (1997)
observa-se uma banda imunogénica
acima da de 80 kDa revelada com soros
de ovinos com 30 dias ap0s o inicio da
sintomatologia clinica, mas os autores
nao tecem comentarios.

A vacinagdo com 0 extrato bruto
também foi capaz de estimular a
resposta humoral contra a P80, uma
lipoproteina de membrana (Tola et al.,
2001), que foi reconhecida por soros de
ovinos em inicio da sintomatologia
clinica (Tola et al.,, 1997), sugerindo-a
como um marcador para diagndstico
precoce.

Para as vacinas 1 e 2, percebe-se
uma discreta banda imunogénica de
aproximadamente 30 kD no
immunoblotting realizado aos 270 e 360
dias, que corresponde 70 dias apos a

terceira aplicacdo. De la Fe et al. (2006)
e Tola et al. (1997) observaram que esta
proteina também € imunogénica nha
infecgao natural em ovinos. Fleury et al.
(2001) observaram que a P30 estimulou
uma resposta humoral em ovelhas
infectadas artificialmente com diferentes
linhagens de M. agalactiae; os
anticorpos persistiram durante, pelo
menos, 2 meses apos a infeccdo. Nas
vacinas estudadas, a P30 foi pouco
antigénica, que pode ser em fungéo de
modificacdoes na estrutura da proteina
pelo formol ou durante a confecgao da
vacina.

O gene para a P30 é especifico
para M. agalactiae (Fleury et al., 2001) e
a producédo de anticorpos anti-P30 pode
indicar que a linhagem de M. agalactiae
utiizada na vacina faca parte do
sorotipo A-D, de acordo com Bergonier
et al. (1996).

CONCLUSAO

As vacinas 1 e 2 tiveram um perfil
semelhante quanto a indugdo da
producdo de anticorpos contra proteinas
de superficie de Mycoplasma
agalactiae.
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