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Resumo

Corynebacterium pseudotuberculosis ¢ um cocobacilo gram-positivo, patégeno intracelular facultativo de macréfagos,
filogeneticamente relacionado com o Mycobacterium tuberculosis. E amplamente distribuido em algumas espécies de
animais, causando a linfadenite cascosa em ovinos e caprinos. A linfadenite caseosa, de ocorréncia mundial, é uma doenga
infecciosa cronica cuja transmissao se dd principalmente através da pele. No presente experimento, foram estudados
aspectos do reconhecimento antigénico, pela resposta humoral, em caprinos criados em regime extensivo, naturalmente
infectados ou imunizados com uma vacina viva (cepa 1002), atenuada, desenvolvida pela Empresa Baiana de Desenvol-
vimento Agricola (EBDA). Asamostras de soros dos animais imunizados e de controle, coletadas mensalmente por um
perfodo de doze meses, foram analisadas pelo ensaio imunoenzimdtico ELISA e pelo Western blotting, utilizando-se
como antigenos o extrato bacteriano contendo exotoxina e sonicado bacteriano de uma cepa selvagem e da cepa 1002.
Aandlise através do Western blotting revelou que o padrao de antigenos reconhecidos pelos anticorpos séricos de animais
imunizados, sem raca definida (SRD) ou de duas ragas puras, bem como animais SRD naturalmente infectados, ¢ semelhan-
te, verificando-se bandas protéicas com pesos moleculares entre 20 e 94 kDa. Esta andlise possibilitou observar-se que
diferentes protefnas sao reconhecidas ao longo da imunizagao.
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INTRODUCAO

Corynebacterium pseudotuberculosis ¢ um
cocobacilo gram-positivo, patégeno intracelu-
lar facultativo de macréfagos, que apresenta gran-
de semelhanga com o Micobacterium tuberculosis
(PASCUAL et al., 1995). Biberstein, Knight e
Jang (1971) identificaram dois biotipos basea-
dos na capacidade de reduzir nitrato a nitrito
(organismos redutores de nitrato, nitrato posi-
tivos). Esses microorganismos infectam eqiiinos
e bovinos, enquanto aqueles nao redutores de
nitrato (nitrato negativos) infectam ovelhas, ca-
bras e bovinos.

C. pseudotuberculosis ¢ amplamente distri-
bufdo em populagdes animais, causando linfa-
denite caseosa em ovinos e caprinos, linfagite
ulcerativa peitoral e abscessos abdominais em
cavalos. Também ocorrem infec¢bes em bovinos
e humanos (SONGER et al., 1990; PEEL et
al.,, 1997; SONGER, 1997).

A linfadenite caseosa é uma doenca infec-
ciosa cronica cuja transmissao se dd principal-
mente através da pele, pelo contato de animais
sadios com animais portadores de abscessos que
evoluem até a supuragao (SIMMONS; HODG-
SON; STRUGNELL, 1997; SIMMONS et al.,
1998), entretanto a transmis-sio também acon-
tece através de aerosséis e do leite (ELLIS et al.,
1987; PATON et al., 1995; HOMMEZ et al,,
1999). A introdugao de um animal infectado
em um rebanho sadio resulta em aparecimento
de abscessos nos animais ao longo de dois a trés
anos e a erradicacio da doenca ¢ dificil (ALVES;
OLANDER, 1999).

O processo patogénico desencadeado pelo
C. pseudotuberculosis causando a linfadenite ca-
seosa em ovinos ¢ caprinos ainda nio estd bem
definido. Dois fatores determinantes da viru-
léncia tém sido identificados: um deles ¢ a pre-
senca de um lipidio téxico na parede celular,
que pode determinar a resisténcia da bactéria a
morte por células fagociticas (CARNE; WICK-
HAM; KATER, 1956); o outro ¢ a exotoxina,
uma fosfolipase D de peso molecular de 31 kDa
que degrada a esfingomielina em ceramida (N-
acetilesfingosil fosfato) e colina (SOUCEK;
MICHALEC; SOUCKOVA, 1967, 1971). Esta
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exotoxina ¢ responsdvel pela disseminagao do
patégeno dentro do hospedeiro, por aumentar
a permeabilidade vascular local (CARNE;
ONON, 1978). Seu papel na viruléncia foi con-
firmado quando uma cepa modificada geneti-
camente para exotoxina mostrou-se incapaz de
causar a linfadenite caseosa (WALKER et al.,
1994; SIMMONS; HODGSON; STRUG-
NELL, 1997; SIMMONS et al., 1998).

O presente trabalho teve como objetivo
identificar os antigenos de C. pseudotuberculosis
reconhecidos por animais naturalmente infec-
tados ou imunizados, observar as modificagoes
no reconhecimento antigénico nos animais imu-
nizados ao longo da imunizagio e comparar o
padrio de reconhecimento antigénico entre ani-
mais imunizados sem raca definida (SRD) e de

ragas puras.

MATERIAIS E METODOS

Vacina atenuada cepa 1002

A vacina viva contendo a cepa atenuada
1002, liofilizada, foi produzida pela Empresa
Baiana de Desenvolvimento Agricola (EBDA).

Animais

Os caprinos utilizados nos experimentos
foram animais SRD, da raga pardo alpina e da
raga anglo-nubiana, com idade entre trés meses
e um ano, de ambos os sexos, com sorologia
negativa para C. pseudotuberculosis. Os grupos
foram mantidos nas condigdes tipicas de cria-
¢ao extensiva, na Fazenda Pilar, no municipio

de Jaguarari, Estado da Bahia.

Grupos experimentais

Foram selecionados quarenta e quatro ca-
prinos divididos em seis grupos: I - animais SRD
(n = 10); II - animais da raga anglo-nubiana (n
= 10); III - animais da raga parda alpina (n =
6); IV- controle negativo: animais SRD (n = 8);
V - animais SRD naturalmente infectados (n =
10).
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Os grupos I, II, III foram vacinados com 1ml
da vacina atenuada liofilizada (cepa 1002), con-
tendo 4,5 x 10'° CFU, via subcutinea, na regiao
pré-escapular direita. O grupo I recebeu uma se-
gunda dose aos 90 dias.

O grupo controle foi inoculado com o meio
utilizado como veiculo da vacina, nas mesmas con-
digdes acima mencionadas.

O grupo naturalmente infectado foi selecio-
nado a0 acaso, a partir de animais de mesma faixa
etdria dos outros grupos experimentais ¢ que apre-
sentavam abscessos.

Exame clinico dos animais

Os animais imunizados foram examinados
clinicamente antes e apds a vacinagio, mensalmen-
te, sendo sempre realizada a inspegao dos diversos
linfonodos superficiais.

Acompanhamento sorolégico

O acompanhamento sorolégico dos animais
foi realizado através do teste ELISA e do Western
blotting, padronizado no Laboratério de Imuno-
logia do Instituto de Ciéncias da Sadde da Uni-
versidade Federal da Bahia. Os soros dos animais
do grupo I, coletados mensalmente, foram avalia-
dos durante doze meses; os dos grupos II e III,
durante seis meses.

Antigenos para ELISA e Western blotting

Sonicado bacteriano - A cepa 1002 e a cepa
selvagem de C. pseudotuberculosis foram semea-
das em meio BHI e cultivadas em dgar-triptose
lactoalbumina enriquecido com extrato de leve-
dura. As suspensoes bacterianas foram lavadas,
centrifugadas a 3.000g a 4°C durante 30 mi-
nutos, e ressuspensas em tampao PBS, pH 7.4
na propor¢ao de 0,5ml de massa bacteriana para
2ml do tampdo. As suspensdes bacterianas fo-
ram submetidas a cinco ciclos de um minuto
cada, em um sonicador a 60 Hz de freqiiéncia
(Branson Sonifier 450 ), a 4°C. Foi adicionado
1% de dodecilsulfato de sédio (SDS) e incuba-
do a 37°C durante 30 minutos. Este homoge-
neizado foi entdo centrifugado a 10.000 g du-
rante 20 minutos e o sobrenadante foi aliquota-
do e acondicionado a -20°C até sua utilizagio.
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Extrato de exotoxina - O C. pseudo-tuber-
culosis cepa 1002 viva e atenuada foi cultivado
em meio de infusio de cérebro e coragao (BHI),
durante cinco dias, a 37°C. As culturas bacte-
rianas foram centrifugadas a 1500 g, durante
30 minutos. O sobrenadante com 1% de time-
rosal foi aliquotado e acondicionado a 4°C até
sua utilizagdo.

Ensaio imunoenzimdtico: ELISA indireto

As placas foram sensibilizadas com 100pl
do sobrenadante da cultura de C. pseudotuber-
culoszs diluido a 1:100 em tampao carbonato
bicarbonato, 0,05M, pH 9.6, incubadas por 12
horas a 4°C. Apds lavagens com o tampao sali-
na fosfato contendo 0,1% de Tween 20 (PBS-T
20), as placas foram bloqueadas com 200pl/pogo
de PBS-T 20 contendo 5% de leite desnatado,
durante duas horas. A seguir, foram incubadas
com 100pl/pogo dos soros testes e controles di-
luidos a 1:100 em PBS-T 20 contendo 1% de
leite desnatado durante uma hora, a 37°C. Fo-
ram adicionados as placas 100pl/pogo do antis-
soro anti-IgG (cadeias leves e pesadas) de caprino
produzido em coelho, conjugados a peroxidase
(marca Dako), diluida a 1:10.000 em PBS-T e
incubadas, durante 45 minutos, a 37°C em es-
tufa. Logo apds, foram adicionados 100ul/pogo
da solugiao reveladora (citrato-citrico 0,01M
contendo 0,04% de HO, e Img/ml de
ortofenilenodiamina) durante 15 minutos, a
temperatura ambiente, protegendo-se da luz. A
reagio foi interrompida com a adigdo de 25pl/
pogo de uma solugao 4N de H SO,. A leitura
da densidade 6ptica foi feita em fotocolorimetro
automdtico para ELISA (marca Biorad, EUA),
com filtro para selegdo de absorbancia de 490nm
de comprimento de onda.

Eletroforese em gel de poliacrilamida

O preparado antigénico foi analisado por
eletroforese vertical em gel de poliacrilamida.
O sistema utilizado foi o descontinuo, compos-
to de um gel de empilhamento constituido por
4% de acrilamida - bisacrilamida (29,2% /
0,8%), 10% SDS, 0,05% de persulfato de amo-
nia, 0,05% de Temed e contendo Tris-HCI 0,5



M, pH 6.8. Esse gel era colocado sobre um gel
de corrida constituido por 12% de acrilamida -
bisacrilamida (29,2% / 0,8%), 1,5M Tris-HCL
pH 8.8, 10% SDS, 0,05% persulfato de amo-
nia, 0,05% de Temed, contendo ainda Tris-HCI
1,5 M, pH 8.8.

A eletroforese foi realizada em tampao de
migragio contendo Tris 0,124 M, glicina 0,96
M, 0,5% de SDS, pH 8.3, durante 3 horas,

numa corrente de 30mA.

As proteinas presentes foram visualizadas
no gel corado com azul de Coomassie R-250.

Western blotting

Os soros dos animais selecionados por
ELISA foram analisados por Western blotting
com o extrato atigénico sonicado das cepas sel-
vagem e 1002 para a andlise do perfil de reco-
nhecimento antigénico das bandas protéicas.

As proteinas separadas foram transferidas
eletricamente para uma membrana de nitroce-
lulose (Millipore), em tampao de transferéncia
contendo Tris 0,25 M, glicina 0,193 M e 20%
de metanol.

Ap6s a transferéncia, a membrana foi co-
rada com uma solugio aquosa de vermelho Pon-
ceau S, descorada em dgua destilada e cortada
em tiras de aproximadamente 3mm. Foram blo-
queados com leite desnatado a 5% em salina
fosfato contendo 0,1% de Tween 20 (PBS-T 20),
por 12 horas, a 4°C. Os soros foram diluidos a
1:50 em PBS-T 20 contendo 1% de leite des-
natado, durante uma hora, a 37°C. A seguir,
foram incubadas, durante uma hora, a 37°C,
com anticorpo de coelho anti-IgG de cabra con-
jugado com peroxidase, diluido a 1:100 em
PBS-T 20. A revelagao das bandas foi feita com
4-cloro-1-naftol e peréxido de hidrogénio em

PBS.

Controles do Western blotting

Os controles negativos e positivos para o
Western blotting foram um “pool” da primeira
coleta, obtidos dos animais dos grupos IV e V,
respectivamente. Os soros positivos e negativos
utilizados apresentavam valor de densidade 6p-
tica, respectivamente, maior do que 1,0 e me-
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nor do que 0,2 (0,2 foi o valor do cut offj no
teste ELISA.

RESULTADOS

A partir de extratos das cepas selvagem e
atenuada (1002) de C. pseudotuberculosis, de-
terminou-se a concentragio protéica pelo mé-
todo de Lowry (LOWRY et al., 1952). Apés
testes iniciais, constatou-se que os melhores re-
sultados do Western blotting foram obtidos com
a concentragio de 0,7mg por pogo de 4,3cm x
2,1cm. Esta concentragio foi repetida nos di-
versos experimentos.

A andlise das bandas protéicas dos extratos
obtidos a partir do C. pseudotuberculosis, cepa
selvagem e cepa atenuada (1002), por eletrofo-
rese em gel de poliacrilamida com SDS, demons-
tra que o perfil eletroforético dos componentes
protéicos ¢ muito semelhante, com cerca de sete
bandas com pesos moleculares entre 14,4 ¢ 90
kDa. O perfil de bandas ¢ apresentado na Figu-

ral.

PM Cepa 1002 Cepa Selvagem
94KDa —»
67KDa —*
43KDa —s -
— . ——

30KDa —

20,1 KDa—p

14,4 KDa—s &

Figura 1 - Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12%
de extratos bacterianos sonicados de C. pseu-
dotuberculosis cepa 1002, cepa selvagem e
corados com Coomassie blue R-250

Observou-se também uma similaridade
entre o perfil de bandas obtidas apds a reagao
dos soros caprinos com antigenos fracionados
da cepa selvagem e atenuada de C. pseudotuber-
culosis (FIGURA 2). Assim, foram detectadas

proteinas com pesos moleculares variando entre

R. Ci. med. biol,, Salvador, v. 2, n. 2, p. 192-200, jul./dez. 2003



196

20 e 94 kDa. Dentre estas proteinas, encon-
trou-se uma de 31,5 kDa, presente nos extratos
de C. pseudotuberculosis cepa selvagem e atenua-
da, que ¢ reconhecida por anticorpos do soro de
animais infectados e imunizados. Nos grupos
de animais SRD e nos grupos de animais das ra-
cas parda alpina e anglo-nubiana, ela ¢ igual-
mente reconhecida. Esta protefna ¢ descrita na
literatura como sendo a exotoxina.

Cepa Sealvagem Cepa 1002
92 KDa — Ll'. l |I|I ||: ‘
76KDa  —_* | ‘ | |
72 KDa ’ 111 | { I
skpa > | {| N i
|
36 KDa — | B ! ‘
315KDa —* [ N H |
28 KDa —
24 KDa ‘ | Il
21 KDa |
' | |
T |
| | i |
ABERNIZEN LR
NP (a) NP (b)

Figura 2 - Western blotting em membranas de nitro-
celulose de extrato bacteriano sonicado de
C. pseuclotuberculosis cepa selvagem (a) e cepa
1002 (b). N (soro controle negativo), P (soro

controle positivo)

Os extratos antigénicos obtidos de C. pseu-
dotuberculosis mostram imunorreatividade a so-
ros dos animais acompanhados ao longo de doze
meses de imunizagdo, para bandas protéicas de
21, 24, 28, 31.5, 36, 68, 72, 76 e 92 kDa.
Nas amostras de soros analisadas, a banda de
31.5 kDa ¢ reconhecida a partir de 30 dias. As
bandas de 36, 68, 72, 76 ¢ 92 kDa sio reco-
nhecidas entre 30 ¢ 60 dias, enquanto as ban-
das de 21, 24 ¢ 28 kDa sao reconhecidas apds o
sexto més de imunizagaio (FIGURA 3).

O padrio de bandas obtido pela anilise
da reatividade dos soros de animais da raga an-
glo-nubiana e pardo alpina com 120 dias de
imunizagio ¢ similar ao dos animais SRD com o
mesmo tempo de imunizagio, com excegdo de
um tdnico animal de raga anglo-nubiana, que
reconheceu também as protefnas de 21 ¢ 24

kDa neste tempo (FIGURA 4).
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Figura 3 - Western blotting em membranas de nitroce-
lulose de extrato bacteriano sonicado de C.
pseudotuberculosis cepa 1002. N (soro con-
trole negativo), P (soro controle positivo),
animal ao longo de doze meses de imuniza-

do (1-11)
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Figura 4 - Western blotting em membranas de nitro-
celulose de extrato bacteriano sonicado de
C. pseudotuberculosis cepa 1002. N (soro
controle negativo), P (soro controle positi-
vo), soros de caprinos imunizados: anglo-
nubiano (1-10), pardo alpino (11-16) e SRD
(17-21)

Os animais naturalmente infectados apre-
sentam o mesmo padrio de reconhecimento
antigénico apresentado pelos animais imuniza-
dos. A coincidéncia é grande quando se compa-
ram soros de animais naturalmente infectados
com soros de animais imunizados apés o sexto

més de imunizagio (FIGURA 5).
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Figura 5 - Western blotting em membranas de nitro-
celulose de extrato bacteriano sonicado de
C. pseudotuberculosis cepa 1002. Animais
imunizados (a), animais infectados(b), N
(soro controle negativo), P (soro controle
positivo)

DISCUSSAO

Embora o desenvolvimento da resposta
imune humoral seja importante para a defesa
imune em caprinos contra C. pseudotuberculosis,
tem-se sugerido que a imunidade eficaz contra
este patdgeno pode ser obtida somente com o
uso de vacinas que estimulem preferencialmen-
te a resposta imune celular (CAMERON et
al.,1982).

Nas dltimas décadas, vdrios estudos tém
evidenciado a capacidade de vacinas contra C.
pseudotuberculosis— com bactérias vivas ou mor-
tas, com ou sem adjuvante, geneticamente mo-
dificadas, contendo ou nio exotoxina — gera-
rem uma resposta imune humoral e celular (CA-
MERON; MINNAAR, 1969; CAMERON et
al.,, 1972; EGGLETON et al., 1991; ELLIS et
al., 1991a, 1991b; HODGSON et al., 1992;
SIMMONS; HODGSON; STRUGNELL,
1997; SIMMONS et al., 1998; STANDFORD
et al.,, 1998; ALVES; OLANDER, 1999).

Os resultados, apresentados neste traba-
lho, do Western blotting com extratos de pro-
tefnas totais de C. pseudotuberculosis, cepa selva-
gem e cepa atenuada, utilizando-se soro de ani-
mais imunizados e naturalmente infectados, nao
revelaram diferengas no reconhecimento anti-
génico, achado que concorda com outros docu-

mentados na literatura (COSTA, 1996).
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As bandas protéicas detectadas apresentam
pesos moleculares de 21, 24, 28, 31.5, 36, 68,
72,76 ¢ 92 kDa; fragoes similares com este peso
sao referidas na literatura. Ellis e colaboradores
(1991a, 1991b), utilizando extrato de célula,
constataram fragdes de pesos moleculares de 20,
22.4, 35.5, 36.3, 39.8, 45.7, 56.2, 63.1, 79.4,
100 kDa e de 12, 25.1, 31.6, 36.3, 39.8, 63.1,
70,75 e 79 kDa. Walker e colaboradores (1994)
encontraram bandas de 28, 38 e 40 kDa, en-
quanto Sting, Steng e Spengler (1998), algu-
mas com peso molecular variando entre 20 e
120 kDa. Braithwait e colaboradores (1993)
constataram protefnas de célula inteira de peso
molecular variando de 20 a 119 kDa reconhe-
cidas por soros de caprinos naturalmente infec-
tados. As diferengas nos tipos de protefnas e de
seus pesos moleculares referidas nesses trabalhos,
confrontadas com os dados aqui apresentados,
podem ser atribufdas as diferentes cepas, aos
diferentes métodos de preparo dos antigenos e/
ou a diferentes condicoes de realizagio da ele-
troforese (por exemplo, diferentes concentragoes

do gel de poliacrilamida).

No que se refere ao reconhecimento de
antigenos ao longo da imunizagao, a protefna
de 31.5 kDa ¢ fracamente reconhecida com 30
dias apés a imunizagdo, e o seu reconhecimento
vai se tornando mais intenso com o tempo. Esta
proteina ¢ citada por diversos pesquisadores
como sendo uma fosfolipase D, exotoxina res-
ponsdvel pela disseminagiao do microorganismo
no hospedeiro. As fragoes protéicas de 36, 68,
72, 76, e 92 kDa sio reconhecidas entre 30 e
60 dias, enquanto as proteinas de 21, 24 e 28
kDa sao reconhecidas mais tardiamente, ou seja,
apés o sexto més de imunizagao, o que nao coin-
cide com os achados de Ellis e colaboradores
(1987), que nao observaram a relagao entre os
estdgios evolutivos da doenga e o aparecimento
de anticorpos para antigenos especificos. E pro-
vével que as condigoes claramente diversas da
imunizagdo pela infecgdo natural e da imuniza-
¢ao vacinal sejam determinantes de uma tam-
bém diversa dinimica de aparecimento de anti-
corpos especificos para os diferentes antigenos.

A similaridade observada no reconheci-
mento antigénico, por anticorpos, entre animais
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imunizados e naturalmente infectados, e o fato
de esses nio se tornarem imunes mesmo apds
aparente cura podem ser devidos, talvez, ao pa-
pel pouco decisivo dos anticorpos na efetiva
imunoprote¢ao contra este microorganismo.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem as seguin-
tes conclusoes:

a) Nio existem diferengas antigénicas de-
tectdveis por Western blotting entre extratos de
uma cepa selvagem e da cepa 1002.

b) Os anticorpos produzidos contra C.
pseudotuberculosis pelos animais imunizados
mudam o padrio de reconhecimento antigéni-
co, a0 longo de doze meses de imunizagdo, com
a vacina viva 1002 liofilizada.

c) Animais das ragas pardo alpina, anglo-
nubiana, bem como animais SRD apresentam o
mesmo padrao de reconhecimento de antigenos
por anticorpos, apés sessenta dias de imunizagao
com a vacina viva 1002 liofilizada.

d) Animais imunizados com a vacina viva

1002 e naturalmente infectados apresentam o
mesmo padrio de reconhecimento antigénico.

Antigen recognition by antibodies against Corynebacterium pseudotuberculosis
from naturally infected or immunized goats

Abstract

Corynebacterium pseudotuberculosis #s a gram positive bacillus, facultative intracellular pathogen of
macrophages which is phylogenetically related with Mycobacterium tuberculosis. This pathogen is widely
distributed in some animal species and is responsible for caseous lymphadenitis in sheep and goats. Caseous
lymphadenitis is a widely spread chronic infectious disease, transmitted mainly through the skin. In the
present experiment, aspects of the antigenic recognition by humoral response of goats bred in extensive
condition, naturally infected or immunized with a live attenuated vaccine (cepa 1002, Empresa Baiana
de Desenvolvimento Agricola), have been studied. Samples of sera from immunized and control animals
were collected monthly for a twelve month period and analyzed by ELISA and Western blotting. The
analysis of the Western blotting results showed that the antigenic pattern recognized by sera antibodies of
immunized animals is similar in crossbred or pure race animals and in naturally infected ones as well.
Protein bands with molecular weights between 20 and 94 kDa have been detected. By analysing those
samples, it was possible to observe that different proteins are recognized with elapsing time after immunization.

Keywords: Corynebacterium pseudotuberculosis. ELISA. Western blotting.
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