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Perfil imunogénico de vacinas inativadas contra agalaxia
contagiosa em ovinos*

Immunogenic profile of inactivated vaccines against contagious
agalactia in sheep
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Resumo

Este trabalho teve como objetivo avaliar o perfil imunogénico em ovinos de trés vacinas produzidas com linhagens brasileiras de
Mycoplasma agalactiae. O perfil proteico do antigeno vacinal foi avaliado por SDS-PAGE e a imunogenicidade da vacina pela
técnica de Western blot. A vacina foi inativada com formol, adsorvida em hidroxido de aluminio (Vacina 1), Montanide IMS-2215
(Vacina 2), Montanide Gel-01 (Vacina 3) e administradas em trés doses. Entre a primeira e a segunda dose houve um intervalo
de 21 dias, e entre a segunda e a terceira de 180 dias. O pool de soros de dez ovinos coletados nos periodos 0, 21, 35, 90, 150,
210, 270 e 360 dias pds-vacinagao foram testados pela técnica de Western blot. A vacina 2 foi mais antigénica, com deteccéo de
anticorpos 21 dias ap6s a primeira dose. Para as vacinas 1 e 3, os anticorpos sao verificados apds 35 dias, com queda acentuada
aos 90 dias; apenas anticorpos contra a proteina de 48 kDa apareceram ap0ds a terceira dose de forma discreta. Contra a vacina 2,
ainda persistiram anticorpos contra as proteinas de 48, 55 e 80 kDa nos periodos 90, 150 e 210, que aumentaram apos a terceira
dose. Conclui-se que a vacina 2 induziu a resposta humoral de forma estavel contra proteinas de M. agalactiae.
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Abstract

This study aimed to evaluate the immunogenic profile in sheep of three vaccines produced with a field Brazilian strains of Mycoplasma
agalactiae. The vaccine protein profile was evaluated by SDS-PAGE and vaccine immunogenicity by Western blot. The vaccine
was inactivated with formaldehyde and adsorbed onto three different adjuvants: with aluminum hydroxide (Vaccine 1), Montanide
IMS 2215 (Vaccine 2), and Gel Montanide-01 (Vaccine 3). The vaccine was administered in three doses. Between the first and
second dose there was an interval of 21 days, and between the second and the third one of 180 days. A pool of ten sera collected
in 0, 21, 35, 90, 150, 210, 270 and 360 days after first vaccination were tested by Western blot techniques. The second vaccine
was more antigenic with antibody detection 21 days after first dose. For both vaccines 1 and 3, antibodies were present 35 days
after first dose, with a significant drop at 90 days; only antibodies against 48 kDa protein discreetly appeared after the third dose.
Stimulation induced by vaccine 2 produced antibodies against 48, 55 and 80 kDa proteins that persisted until 90, 150 and 210 days
after first dose, which rose again after third dose. It was concluded that the vaccine 2 induced stable humoral immunity against
M. agalactiae proteins.

Keywords: antigenicity, humoral immunity, immunoblotting.

Introducao

O Mycoplasma agalactiae é o agente da agalaxia contagiosa
(AC), caracterizada por agalaxia, poliartrite e ceratoconjuntivite
em caprinos e ovinos. A infecgdo causa perdas econdémicas,
principalmente em rebanhos leiteiros de caprinos e ovinos,
devido aos surtos ou as infecgdes crénicas, com alta incidéncia
de mastite subclinica (Gémez-Martin et al., 2013). Aenfermidade
tem distribuicdo mundial, sendo endémica em Asia, Africa e
América (OIE, 2012).

Os primeiros casos da AC causada por M. agalactiae no Brasil
ocorreram na Paraiba, disseminando-se para os Estados de
Pernambuco e Rio Grande do Norte (Nascimento et al., 2002;
Azevedo et al., 2006). Desde entéo, tem sido uma das principais
preocupacdes dos caprinocultores devido aos sérios prejuizos
econdmicos.

O M. agalactiae possui diversidade antigénica de superficie
devido a variagdes de fases na expressdo de lipoproteinas
imunodominantes denominadas de Vpmas (Variable proteins of
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M. agalactiae), contribuindo para os mecanismos de patogénese
e evasao do sistema imune do hospedeiro (Bergonier et
al.,, 1996; Flitman-Tene et al., 2000; Glew et al., 2000). Esta
diversidade € observada em amostras isoladas em diferentes
espécies, caprinos e ovinos, e em regides geograficas distintas
(Solsona et al.,, 1996). Os diferentes isolados apresentam
bandas proteicas com 18 a 135 kD (Solsona et al., 1996; Tola
et al., 1997). Amostras brasileiras de M. agalactiae, isoladas de
caprino, apresentaram bandas protéicas de 30 a 135 kD, com
imunogenicidade para as de 135, 55 e 48 kD (Campos, 2012).

As proteinas P55, P48, P40 e P30 sdo descritas como
imunodominantes (Tola et al., 1997; Rosati et al., 2000; Fleury et
al., 2001; Fleury et al., 2002; Santona et al., 2002) e vacinas tem
sido testadas com o objetivo de evitar a infeccéo e eliminagcéo
do micoplasma (Greco et al., 2002; De La Fe et al., 20073;
2007b). Recentemente, no Brasil, foram avaliadas, em caprinos
e ovinos, vacinas inativadas constituida de M. agalactiae isolado
de caprinos. Os melhores resultados foram obtidos com a vacina
adsorvida com adjuvante oleoso (Campos, 2012).

A partir dos primeiros estudos que demonstraram o potencial
das vacinas constituidas de M. agalactiae isoladas no Nordeste
do pais, o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil antigénico,
em ovinos, das vacinas quando adsorvidas com adjuvante
oleoso e aquoso.

Material e Métodos

As vacinas foram preparadas a partir da amostra de M.
agalactiae (BrPB3.03) previamente caracterizada por Campos
(2012), cultivada durante 96 horas em caldo Hayflick modificado,
pH 7.8, enriquecido com 20% de soro equino inativado a 37°C
em microaerofilia. O cultivo foi centrifugado a 3800g durante
uma hora e ressuspenso em tampao salino fosfato [PBS, 137
mM NaCl, 2.7 mM KClI, 10.2 mM Na,HPO,, 1.8 mM KH,PO,, pH
7.6]. A suspensao bacteriana foi ajustada para uma concentragdo
proteica pré-inativagdo de 5 mg/dose da vacina e inativadas com
formaldeido a 0,4% (v/v) por 24 horas a 37°C.

A suspenséo inativada foi adsorvida sob agitagdo mecéanica e
constante durante trés horas a temperatura ambiente, com o
respectivo adjuvante: a) Vacina 1: Gel de hidroxido de aluminio
na concentragdo de 6 mg/mL de vacina (adjuvante aquoso);
b) Vacina 2: Montanide IMS 2215 VG PR (Seppic Inc.), na
concentragdo de 25% (v/v) (adjuvante oleoso); c¢) Vacina 3:
Montanide Gel 01 PR (Seppic Inc.), a 5% (v/v) (adjuvante
aquoso) (Campos, 2012). As vacinas foram estocadas a 4°C

Quarenta ovinos sem padrao racial definido, machos e fémeas,
com idade variando de 6 a 48 meses, foram distribuidos
proporcionalmente em trés grupos vacinais e um controle, com
dez animais cada. Todos os animais foram negativos no teste
de ELISA indireto para M. agalactiae (Campos et al., 2009).

Avacinagéo foi realizada em duas doses de 2 mL administradas
por via subcutdnea na regido da axila direita e esquerda,
previamente tricotomizadas, com intervalo de 21 dias entre
as doses. Uma terceira dose foi administrada 180 dias apos
a segunda vacinagdo. O grupo controle recebeu o0 mesmo
protocolo de vacinagdo utilizando PBS estéril como indculo,
como descrito por Campos (2012).
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Os soros dos ovinos foram coletados nos dias 0, 21, 35, 90,
150, 210, 270 e 360 dias apds a 12 vacinagéo.

No Western blot (WB), a amostra de M. agalactiae (BrPB3.03),
cultivada em meio Hayflick modificado, foi centrifugada a 12000g
por 20 minutos e o pellet ressuspenso em PBS, pH 7.6. A
concentragéo protéica foi determinada por espectrofotometria
(BioPhotometer Plus, Eppendorf, Alemanha) utilizando um filtro
de 280 nm. A amostra foi misturada em tampé&o 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
minutos. Posteriormente, 15 ug 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. O gel de poliacrilamida foi corado em solugéo 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 ym 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 p6 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 ovinos vacinados diluido 1:50 e nos controles
positivo e negativo diluidos 1:200 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 agalaxia contagiosa, ambos
os controles foram testados previamente pelo ELISA indireto
(Campos et al., 2009).

Apods incubagao, 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 solugao de revelagado [0.1 M tampé&o citrato pH 5.0, 0.3 mg/
mL 3’-3’-5'-5’-tetrametilbenzidina (TMB) e 0.38% perdxido de
hidrogénio]. Apés cinco minutos, a reacao foi interrompida com
agua destilada.

Resultados e Discussao

As vacinas foram capazes de induzir a produgdo de anticorpos
IgG anti- M. agalactiae, entretanto as vacinas 1 e 3 foram menos
antigénicas, apenas estimulando a resposta humoral apés a
segunda dose (tira 3, Figura 1).

Os adjuvantes interferem na resposta imune em relagéo
ao antigeno, além da possibilidade de apresentar reagao
inflamatéria na area de aplicagdo da vacina. De acordo com
os dados do imunoblotting, a vacina 2 estimulou uma maior
producdo de anticorpos em relagao as outras vacinas em todos
os periodos, confirmando o estudo realizado por Campos (2012).
A maior eficiéncia da vacina 2 deve-se ao tipo de adjuvante
utilizado, resultados também obtidos por Buonavoglia et al.
(2008; 2010), quando utilizaram adjuvantes oleosos na produgao
da vacina, e por De La Fe et al. (2007a, b) ao comparar o
adjuvante oleoso com hidréxido de aluminio e com a saponina.



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

Outro aspecto relevante em relagcdo ao comportamento
das vacinas & que na vacina 2 houve diferenga quanto a
imunogenicidade das proteinas. Nos periodos de 90, 150 e 210
dias apds a primeira dose (fitas 4, 5 e 6, Figura 1), percebe-se
a auséncia de anticorpos contra a maioria das proteinas do
micoplasma, mas com reaparecimento das bandas apds o
reforgo, realizado seis meses apds a segunda dose da vacina
(fitas 7 € 8, Figura 1). Esta diminuigdo na produgao de anticorpos
¢é justificada por se tratar de uma vacina inativada, que estimula
niveis de anticorpos mais baixos e menos persistentes, devendo
ser repetida em periodos mais curtos (Leon Vizcaino et al.,
1995; Buonavoglia et al., 1998). Para as vacinas 1 e 3 nao
houve aumento na eficiéncia da vacina, mesmo apés o reforco,
corroborando com Campos (2012).

Através do imunoblotting, observa-se que as proteinas com peso
molecular de 82, 80, 55 e 48 kDa foram as mais imunogénicas,
com imunodominancia da ultima. Contra a proteina de 48 kDa
houve produgao de anticorpos mesmo nas vacinas 1 e 3. Duas
bandas acima de 55 kDa aparecem apos segunda vacinagao,
mas ndo se mantém ap0os a terceira dose.

Campos (2012) relatou que a proteina de 48 kDa foi
imunodominante para caprinos naturalmente infectados,
corroborando com os resultados apresentados pelos animais
vacinados neste estudo. A P48 é uma lipoproteina que estimula
respostas imunes celular e humoral e com potencial para
aplicagdo em diagndstico (Rosati et al, 2000; Chessa et al., 2009).

Para a proteina de 55 kDa, a resposta humoral é observada
a partir do dia 35, desaparecendo com 90 dias (fita 4,
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Figura 1), e com aumento apds o
refor¢go nos dias 270 e 360 na vacina
2. Estes resultados s&o diferentes dos
obtidos por Tola et al. (1997), onde os
autores analisaram soros de animais
naturalmente infectados até 30 dias do
inicio dos sinais clinicos e observaram
que a proteina de 55 kDa foi fortemente
imunogénica.

O estimulo para producédo de
anticorpos contra as proteinas de 82
e 80 kDa ocorreu na vacina 2 apos
21 dias da primeira vacinagéo e na
vacina 1 apenas apo6s a segunda dose.
Noventa dias apds a primeira dose ja
nao se observam anticorpos contra a
proteina de 82 kDa, mas ha uma banda
discreta para a de 80 kDa.

Com oreforgo 180 dias apos a segunda
vacinagao, surgem mais anticorpos
contra a proteina de 80 kDa (fitas 7 e
8, Figura 1). AP80 é uma das proteinas
encontradas em M. agalactiae isoladas
de caprinos na Espanha e de ovinos na ltalia, infectados
naturalmente (Tola et al., 1996; 1997; De La Fe et al., 2006) e
foi reconhecida por soros ovinos na fase inicial da sintomatologia
clinica (Tola et al., 1997).

Anticorpos contra a proteina de aproximadamente 82 kD n&o
foi descrita como imunogénica por outros autores. No artigo de
Tola et al. (1997) observa-se uma banda imunogénica em soros
de ovinos com 30 dias apos o inicio da sintomatologia clinica,
logo acima da proteina de 80 kDa, mas os autores ndo tecem
comentarios.

Uma proteina de aproximadamente 30 kD é visualizada na
vacina 2 apos 21 dias da primeira dose. Esta proteina foi
detectada em diferentes amostras de M. agalactiae em estudos
conduzidos por Tola et al. (1997) e De La Fe et al. (2006). Fleury
et al. (2001) avaliaram a resposta humoral a P30 de ovelhas
infectadas artificialmente com diferentes linhagens de M.
agalactiae, e indicaram que a P30 é altamente imunogénica e
induz uma resposta de anticorpos precoce que persiste durante,
pelo menos, 2 meses apods a infecgdo. O fato de ndo termos
observado uma produgao marcante de anticorpos anti-P30 pode
ser em funcgao de alteragbes na estrutura de proteina causadas
durante a confecgdo da vacina.

Conclusoes

A vacina 2 induziu a resposta humoral de forma estavel contra
proteinas de Mycoplasma agalactiae.
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