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RESUMO

BARBOSA, M. S. Clonagem, purificacdo e caracterizacdo de proteinas
antigénicas recombinantes obtidas de Mycoplasma agalactiae. 2016. 100 f.
Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2016.

A agalaxia contagiosa (AC) de pequenos ruminantes € uma doenca de notificacdo
obrigatdria a World Organisation for Animal Health (OIE) que causa severas perdas
econdmicas para producdo de ovinos e caprinos mundialmente. Animais
acometidos apresentam alteracdes clinicas como reducdo da producdo de leite,
febre, septicemia, mastite, aborto, e artrite severa, que podem levar a morte. AC &
uma sindrome multe etiologica, isto &, trés micro-organismos tém sido identificados
como causadores da doencga: Mycoplasma agalactiae, considerado historicamente
o principal; M. capricolum subsp. capricolum; e M. mycoides subsp. capri. Apesar
de seu reconhecido impacto na producao animal, pouco se sabe sobre os fatores
de viruléncia e mecanismos de patogenicidade do M. agalactiae, incluindo seu
‘core” antigénico. Desta maneira, o presente estudo possuiu como objetivo a
identificacdo, purificacdo e caracterizacdo de proteinas antigénicas de M.
agalactiae. Para tanto, sequéncias de DNA codificantes (CDS) de proteinas de M.
agalactiae foram analisadas por meio de algoritmos de bioinformética para avaliar a
localizacdo celular das proteinas e identificacdo de epitopos lineares e
conformacionais para células B. Foram preditas 156 proteinas localizadas na
membrana ou indiretamente ligadas a ela. Apds a aplicacdo dos algoritmos de
predicdo antigénica, quatro proteinas de superficie com potencial antigénico
(WP_011949419.1, WP_011949418.1(P40), WP_011949336.1, WP_011949770.1)
foram selecionadas para analise posteriores. Essas proteinas foram expressas por
plasmideos especificos em sistema heterdlogo de Escherichia coli e purificadas por
cromatografia de afinidade com niquel imobilizado. Em seguida, as proteinas
purificadas foram avaliadas quanto a antigenicidade em Western blotting utilizando
soros de caprinos naturalmente infectados com M. agalactiae. Todas as proteinas
expressas foram imunorreativas aos soros de caprinos naturalmente infectados,
demonstrando que as proteinas utilizadas nesse estudo sao possivelmente
antigénicas e possuem epitopos acessiveis. Mais estudos devem ser realizados
para avaliar a antigenicidade dessas proteinas contra soro de animais sabidamente
negativos para M. agalactiae.

Palavras-chaves: Mycoplasma agalactiae. Agalaxia contagiosa. Proteina
recombinante. Antigenos.



ABSTRACT

BARBOSA, M. S. Cloning, purification and characterization of recombinant
antigenic protein of Mycoplasma agalactiae. [Clonagem, purificacdo e
caracterizacdo de proteinas antigénicas recombinantes obtidas de Mycoplasma
agalactiae]. 2016. 100 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2016.

The Contagious agalactia (CA) of small ruminants is a notifiable disease to the
World Organisation for Animal Health (OIE) and it cause severe economic losses to
sheep and goats worldwide. Affected animals show clinical changes such as
reduction of milk production, fever, septicemia, mastitis, abortion, and severe
arthritis, which can lead to death. AC is a multi etiological syndrome wich three
microorganisms have been identified as the cause of the disease: Mycoplasma
agalactiae, historically considered the principal; M. capricolum subsp. capricolum;
and M. mycoides subsp. capri. Despite its recognized impact on animal production,
little is known about the virulence factors and pathogenic mechanisms of M.
agalactiae, including its "core" antigen. Thus, the present study has owned the
objective of identification, purification and characterization of antigenic proteins of
M. agalactiae. For this purpose, DNA coding sequences (CDS) proteins from M.
agalactiae were analyzed by bioinformatic algorithms to assess the cellular
localization of proteins and identification of linear and conformational epitopes for B
cells. It were predicted 156 proteins located in the membrane or indirectly linked to
it. After application of prediction algorithms antigenic four surface proteins with
antigenic potential (WP_011949419.1, WP_011949418.1 (P40), WP_011949336.1,
WP_011949770.1) were selected for further analysis. These proteins were
expressed in specific plasmids in heterologous system (Escherichia coli) and
purified by affinity chromatography on immobilized nickel. Then the purified proteins
were assayed for antigenicity in Western blotting using goat sera naturally infected
with M. agalactiae. All expressed proteins were immunoreactive with sera from
naturally infected goats, demonstrating that the proteins used in this study are
available and have possibly antigenic epitopes. More studies should be conducted
to evaluate the antigenicity of these proteins against known negative serum of
animals to M. agalactiae.

Keywords: Mycoplasma agalactiae. Agalactia contagious. Recombinant protein.
Antigens.
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1 INTRODUCAO

1.1 Caprinocultura

Em 2014, o rebanho mundial de caprinos foi estimado em aproximadamente 1
bilhdo de animais, 0s quais concentram-se nos paises em desenvolvimento,
principalmente China, india e Nigéria. O Brasil possui 0 maior rebanho caprino das
Ameéricas e tem 0 22° rebanho mundial com aproximadamente 9 milh6es de animais
0s quais estdo distribuidos em 436 mil estabelecimentos pelo pais (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS (FAO), 2015; WORLD
ORGAZATION FOR ANIMAL HEALTH (OIE), 2014). Nos Uultimos anos, a
caprinocultura tem se destacado no agronegocio brasileiro por ser uma atividade
econbmica em expansdo. Ha novos arranjos produtivos em regides tradicionais e
crescimento da atividade comercial em regides com menor producdo. O Nordeste
brasileiro destaca-se por possuir mais de 90% de todo rebanho nacional,
principalmente na Bahia, Pernambuco, Piaui e Ceara. Seguido pela regido Sul, a
segunda regido em relevancia de rebanho, mas que possui apenas 4% do total
(figura 1) (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA (IBGE),
2014; MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO (MAPA),
2016).

O rebanho de caprinos do Brasil é constituido principalmente por animais
denominados SRD — Sem Raca Definida, os quais sdo cruzamentos da raca nativa
conhecida como Crioulo com ragas importadas. A raca Crioulo é descendente direta
dos caprinos ibéricos trazidos ao Brasil pelos portugueses no periodo de
colonizacdo. As racas exoticas de cabras leiteiras exploradas na regido Nordeste
sédo, basicamente, as seguintes: Saanen, Parda Alpina, Toggemburg e Anglo-
Nubiana. Dentre as racas puras exoéticas que se adaptaram as condi¢des do clima
nordestino, destacam-se na producéo leiteira a raca: Canindé; na producédo de carne
e pele: Bber, Moxot6 e Repartida; e na producado dos trés produtos: Marota e Grauna
(FILHO; JUNIOR; YAMAMOTO, 2010; MCMANUS; PAIVA; LOUVANDINI, 2010;
MADRUGA et al., 1999).

A importancia econémico-social dos caprinos criados no Brasil reside na
producéo de leite, carne e pele. A producao de leite de cabra é de aproximadamente

21 milhdes de litros anualmente (1,7% da producado de leite de cabras mundial) e
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envolve, em grande parte, empresas de pequeno porte. Geralmente, essa producéo
é utilizada para a subsisténcia das familias, ndo tendo uma destacada inddstria ou
um importante comércio de laticinios de cabra. Sabe-se que mesmo com o tamanho
do rebanho no Nordeste, ha pouco aproveitamento de seu potencial de producéo de
leite de cabra e derivados. Da mesma forma, apesar da carne caprina ser uma das
mais magras, seu consumo ainda é baixo nacionalmente, estimado em menos de
1,0 Kg per capita/ano. A maioria dessa carne comercializada para consumo tem
origem no abate clandestino (menos de 5% da carne comercializada possui
inspecéo federal ou estadual, no Nordeste), enquanto uma pequena parcela se
destina ao consumo de subsisténcia. A producao de pele de caprinos, por sua vez,
consiste apenas em uma atividade complementar. A caprinocultura, porém, vem
dando sinais de crescimento econdmico, principalmente devido a implantacdo de
agroindustrias, frigorificos e abatedouros para pequenos ruminantes em todo Brasil,
sobretudo nas grandes cidades (CORDEIRO; CORDEIRO, 2009; FIGUEIREDO-
JUNIOR et al., 2009; FILHO; JUNIOR; YAMAMOTO, 2010; MAPA, 2016;
MONTEIRO, 2014; SILVA; ARAUJO, 2000).

Figura 1 - Distribuicdo da producao de caprinos no Brasil em 2014
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1.2 Caracteristicas gerais dos Mollicutes

Os micro-organismos da Classe Mollicutes ndo possuem parede celular, ao
contrario das bactérias tipicas, e sdo considerados os menores organismos de vida
livre. S&o, portanto, resistentes aos antibioticos beta-lactamicos e sobrevivem a lise
osmotica em ambientes isotdnicos. Seus pequenos tamanhos coincidem com
genomas reduzidos ou minimos, entre 580 e 2.200 Kbp e com baixo contetdo de
G+C (24-33%), sob uma via de reducdo metabdlica, o que torna esses micro-
organismos nutricionalmente exigentes. Esses micro-organismos também se
apresentam filogeneticamente relacionados as bactérias gram-positivas, tendo
evoluido de bactérias gram-positivas ancestrais de forma degenerativa (redutiva)
(RAZIN; YOGEV; NAOT, 1998).

A classe Mollicutes é composta por quatro ordens: Mycoplasmatales,
Entomoplasmatales, Acholeplasmatales e Anaeroplasmatales. A ordem
Mycoplasmatales é composta por duas familias: Mycoplasmataceae e Incertae
sedis. Por sua vez, a familia Mycoplasmatacacae € composta pelos géneros
Mycoplasma e Ureaplasma, os quais possuem mais de 200 espécies identificadas
(BERGEY, 2010; RAZIN et al., 1998). Nesse texto, o termo molicutes sera designado
como nome trivial para todos os membros dessa classe, e o termo micoplasma é
referente ao nome trivial para todas as espécies do género Mycoplasma, como
indicado por Bergey (2010). Micoplasmas sédo células pleomdérficas com 300 - 800
nm de diametro. Quase todas as espécies crescem dentro do meio sélido, com 0,9%
de agar, formando colbnias refringentes com a aparéncia de “ovo frito” se
observadas em estereomicroscépio. A maioria das espécies requerem esterois e
acidos graxos do meio de cultura para o crescimento. Ao contrario das bactérias
tipicas, ndo turvam os meios de cultura liquidos. Todas as espécies possuem a via
respiratoria do ciclo do acido tricarboxilico incompleto, reduzindo sua capacidade de
fosforilacdo oxidativa. Algumas espécies catabolizam a glicose para produzir ATP e,
consequentemente, diminuem o pH do meio. Outras espécies nao fermentativas
hidrolisam a arginina e aumentam o pH do meio. Algumas outras espécies podem
possuir ambas as vias, como Mycoplasma fermentans, e outras, nenhuma das vias,
como M. bovis, sendo capazes de metabolizar piruvato ou lactato para a produgao
de ATP (BEAMAN; POLLACK, 1983; BERGEY, 2010).
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Micoplasmas possuem certa especificidade aos hospedeiros e tecidos,
provavelmente devido a sua exigéncia nutricional. Estas bactérias, em geral,
preferem colonizar superficies mucosas do trato respiratério e urogenital, olhos,
glandulas mamarias e articulacdes (RAZIN; YOGEV; NAOT, 1998). Séo capazes de
infectar mamiferos, aves, répteis e peixes, podendo ser comensais ou atuar como
agentes primarios ou oportunistas variando os quadros e sinais clinicos. Conhecidos
pela maior capacidade de estabelecer infeccdes crénicas do que as agudas, sao de
dificil controle e podem causar perdas econdmicas importantes em animais de
producdo (CHELMONSKA-SOYTA et al., 1994)

Aproximadamente 40 micoplasmas podem colonizar ruminantes domésticos
(bovinos, ovinos e caprinos), sendo alguns patogénicos e outros oportunistas
(CHAZEL et al., 2010). M. mycoides subsp mycoides “Small Colony” (MmmSC) e M.
bovis sdo o0s principais patdégenos bovinos. Em pequenos ruminantes, dentre os
principais micoplasmas patogénicos, destacam-se M. mycoides subsp. capri, M.
capricolum subsp. capricolum, M. capricolum subsp. capripneumoniae, e M.
agalactiae. Destes, trés espécies provocam micoplasmoses de notificacdo
obrigatéria pela World Organisation for Animal Health (OIE) por possuirem
importante impacto econdmico: a Pleuropneumonia Contagiosa Bovina (PPCB),
causada pelo M. mycoides subsp. mycoides SC; a Pleuropneumonia Contagiosa
Caprina (PPCC) causada pelo M. capricolum subsp. capripneumoniae; e a Agalaxia
Contagiosa (AC) causada por varias espécies de micoplasmas: M. agalactiae, M.
capricolum subsp. capricolum e M. mycoides subsp. capri (AYLING et al., 2004,
DAMASSA et al., 1992; LORIA et al.,, 2003; NICHOLAS, 2002; NICHOLAS et al.,
2008). Em geral, as micoplasmoses mais importantes em pequenos ruminantes
possuem alta morbidade e mortalidade (ALVES et al., 2013; DAMASSA,
WAKENELL; BROOKS, 1992; DE AZEVEDO et al., 2006; KINDE et al., 1994).

1.3 Moléculas imunodominantes e fatores de viruléncia em micoplasmas

1.3.1 Lipoproteinas (LPP)

Micoplasmas possuem varias proteinas de membrana associadas a lipideos

(lipoproteinas) (LPPs). Essas LPPs de membrana sdo importantes antigenos dos

molicutes e estdo ancoradas na membrana citoplasmatica, enquanto nas bactérias
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gram-negativas estdo ancoradas na membrana externa (figura 02). Ao contrario de
bactérias com parede celular, que apresentam um menor numero dessas moléculas,
dois tercos da massa da membrana dos micoplasmas correspondem as LPPs
(CHAMBAUD; WROBLEWSKI; BLANCHARD, 1999; RAZIN; YOGEV; NAOT, 1998;
YOU; ZENG; WU, 2006).

Figura 2 - Lipoproteinas em micoplasmas
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Legenda: Figura esquematica comparativa da localizacdo celular de lipoproteinas
no envoltérios de bactérias Gram-negativas e em micoplasmas.
Micoplasmas ndo possuem parede celular e membrana externa. Nesses
micro-organismos as lipoproteinas estdo ancoradas no folheto externo da
membrana plasmética. CW: parede celular; IMP: proteinas integrais de
membrana; LG: lipoglicano; LPP: lipoproteina; LPS, lipopolissacarideo;
OM: membrana externa; PM: membrana plasmatica; PMP: proteina
periférica de membrana; PP: proteina periplasmética.

Fonte: CHAMBAUD; WROBLEWSKI; BLANCHARD, 1999.

Estruturalmente, as lipoproteinas possuem dois acidos graxos ligados a um
residuo animo-terminal de cistenil N-acilado ou ndo da cadeia de polipeptideo (figura

3). Como nas bactérias gram-positivas e gram-negativas, LPPs de micoplasmas
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podem ser triaciladas, entretanto, a ocorréncia de lipoproteinas diaciladas é maior.
Também tem sido evidenciado a auséncia de acilagcdo, provavelmente resultante da
perda ou mutacdo do gene codificador da N-acetiltransferase. A presenca de
lipoproteinas diaciladas e triaciladas pode ocorrer em uma mesma espécie. A
diferenca nos padrdoes de acilagdo consiste em importante implicacdo para a
interacdo desses micro-organismos e 0 ambiente, uma vez que lipoproteinas
diaciladas podem estimular mais algumas respostas imunes do que proteinas
triaciladas, uma vez que pode afetar o reconhecimento de diferentes Toll-like
receptors (CHAMBAUD; WROBLEWSKI; BLANCHARD, 1999; YOU; ZENG; WU,
2006).

Figura 3 - Estrutura quimica de lipoproteinas bacterianas
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Legenda: Estrutura quimica do aminoacido terminal de lipoproteinas bacterianas
ancoradas na membrana. A lipoilacdo do residuo amino terminal cistenil é
uma caracteristica de todas lipoprotroteinas de membrana bacteriana
conhecidas. O grupo amino do residuo cistenil é bloqueado em algumas
lipoproteinas por uma terceira cadeia de acido graxo.

Fonte: CHAMBAUD; WROBLEWSKI; BLANCHARD, 1999.

Os molicutes possuem apenas a presenca da peptidase sinal 1l (SPase II),
ao contrario da maioria das bactérias, as quais possuem dois tipos de peptidase
sinal (I e 1) (RAZIN; HERRMANN, 2002). SPase Il sédo proteases ligadas a
membrana as quais clivam proteinas apds a translocacdo do interior para o exterior
da célula (PAETZEL et al., 2002). A SPase Il cliva a forma precursora,
prolipoproteina, no residuo de cisteina o qual torna-se o primeiro aminoacido da
proteina processada (RAZIN; YOGEV; NAOT, 1998).

Algumas LPPs importantes em Mycoplasmas spp. tém sido descritas, tais
como: a LppQ em M. mycoides subsp. mycoides SC (ABDO; NICOLET; FREY,
2000); P60 em M. capricolum subs. capricolum (ALBERTI et al., 2008) e P30 em M.
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pneumoniae (VARSHNEY et al., 2008), dentre outras. Essas moléculas expostas a
superficie bacteriana podem possuir as mesmas fungbes que proteinas
periplasmaticas em gram-negativos. Varias LPPs de micoplasmas sdo importantes
fatores de viruléncia e alvos de anticorpos inibidores de crescimento podendo
apresentar diversas funcdes como, por exemplo apoptose (BAI et al., 2015),
variagao antigénica (CITTIl; NOUVEL; BARANOWSKI, 2010; FERRIS et al., 1999),
transporte (SCHMIDT; BROWNING; MARKHAM, 2007), atividade de nuclease
(CACCIOTTO et al., 2013) e adesao (BELLOY et al., 2003; IVERSON-CABRAL;
WOOD; TOTTEN, 2015).

1.3.2 Citoaderéncia

Apesar de possuirem simplicidade funcional e estrutural quando comparado
com outras bactérias, micoplasmas sdo mais complexos do que se espera de um
micro-organismo com genoma reduzido. De fato, as interacdes entre estes micro-
organismos e o hospedeiro séo resultado de algumas propriedades da membrana
citoplasmatica (CHAMBAUD; WROBLEWSKI; BLANCHARD, 1999). Desta forma, a
auséncia da parede celular nos Mollicutes também propicia a aderéncia bacteriana
pelas adesinas de membrana com o0s receptores especificos das células
hospedeiras. Esta aderéncia, em algumas espécies, permite a fusdo da membrana
bacteriana com a célula hospedeira, levando a transferéncia ou troca de
componentes e acumulo de produtos do metabolismo que podem causar danos
oxidativos (RAZIN; JACOBS, 1992).

Em alguns micoplasmas a citoaderéncia € um dos principais fatores de
viruléncia e diversas moléculas tém sido descritas como adesinas, dentre elas,
algumas lipoproteinas como VIhA (lipoproteina variavel de adesdo a hemaglutinina
A) em M. synoviae (BENCINA, 2002; KHIARI; MARDASSI, 2012), Vaa (adesina
variavel associada a aderéncia) em M. hominis (BOESEN et al., 2001) e Vip
(lipoproteina variavel) em M. hyorhinis (XIONG et al., 2016). Outros micoplasmas,
como M. gallisepticum e M. pneumoniae, possuem uma extensao celular polar,
denominada de “organela de adesao” (figura 4), a qual auxilia a adesao e motilidade
por deslizamento (OPITZ; JACOBS, 1992; ROTTEM; NAOT, 1998; ROTTEM, 2003;
WAITES; TALKINGTON, 2004). Essa estrutura € composta por adesinas e proteinas

acessorias de aderéncia que interagem para fornecer caracteristicas estruturais e
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funcionais (ROTTEM, 2003). M. conjuntivae, apesar de ndo possuir esta “organela”,
também adere as células do hospedeiro por adesinas de superficie (BELLOY et al.,
2003). Estudos anteriores mencionam que a auséncia dessas proteinas nao permite
a citoaderéncia na célula hospedeira bem como a colonizagdo no hospedeiro, além
de serem imunogénicas (ROMERO-ARROYO et al.,, 1999; SVENSTRUP et al.,
2002).

Figura 4 - Estrutura de adesdo em M. pneumoniae estirpe M129

Legenda: Microscopia eletronica de transmissédo evidenciando a morfologia da
estirpe selvagem de M. pneumoniae M129 contendo as proteinas P30 e
P32. Seta branca indica a estrutura de adesao e seta preta indica um
filamento que auxilia na movimentag&o. Barra: 1 mm.

Fonte: RELICH; BALISH, 2011, com adaptacoes.

A adesdao ou proximidade de micoplasmas é necessaria para produzir danos
as células hospedeiras. M. hyopneumoniae, apdés contato com células epiteliais
ciliadas in vitro, foi capaz de induzir citotoxidade e diminuicdo da atividade ciliar e a
perda de cilios (DEBEY; ROSS, 1994). De forma semelhante, M. penetrans, pela
sua atividade de fosfolipase Al, causou danos na membrana de célula hospedeira
(SALMAN; ROTTEM, 1995). As atividades citotoxicas por fosfolipases tém sido
caracterizadas também em outros micoplasmas (KORNSPAN; ROTTEM, 2012;
SHIBATA; SASAKI; WATANABE, 1995).
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1.3.2 Invasao

A invasédo bacteriana de células eucariéticas envolve um complexo processo
gue se inicia com a adesdo (CHAUSSEE; COLE; VAN PUTTEN, 2000). A invaséo
de micoplasmas em células era pouco conhecida. Alguns micoplasmas possuem a
capacidade de internalizar células ndo fagociticas, como M. bovis (BURKI et al.,
2015; VAN DER MERWE; PRYSLIAK; PEREZ-CASAL, 2010), M. agalactiae
(HEGDE et al., 2015), M. synoviae (DUSANIC et al., 2009) e M. suis (GROEBEL et
al.,, 2009). Dessa forma ocorre a protecdo bacteriana da resposta imune do
hospedeiro, da acdo de antibidticos (ROTTEM, 2003) e posterior disseminacdo do
micro-organismo no hospedeiro (BURKI; FREY; PILO, 2015). Invasdo e localizagdo
perinuclear de alguns molicutes também tém sido descritas (MARQUES et al., 2010;
UENO et al., 2008; WINNER; ROSENGARTEN; CITTI, 2000). M. gallisepticum de
baixa passagem foi capaz de aderir e invadir células HelLa e fibroblastos de
embrides de galinha, no entanto a estirpe de alta passagem apenas aderiu as
células (WINNER; ROSENGARTEN; CITTI, 2000).

1.3.3. Superantigenos

Superantigenos sao potentes proteinas imunoregulatérias capazes de ativar
linfécitos T de forma inespecifica, induzindo-os a secretar altos niveis de citocinas.
Superantigenos possuem a caracteristica de serem apresentados diretamente as e
reconhecidos pelas células T sem o processamento por células apresentadoras de
antigenos. Como o0 reconhecimento € dependente de poucos elementos, varias
células T podem ser ativadas (ROTTEM, 2003; SHIO et al., 2014).

O superantigeno de M. arthritidis, denominado MAM, é o mais estudado em
Mollicutes. Este micro-organismo causa poliartrite severa em roedores e ja foi
descrito infectando humanos (ATAEE et al.,, 2015). O MAM ¢é capaz de estimular
linfécitos murinos e humanos. Em camundongos, MAM, pode modular o sistema
imune semelhantemente ao ocorrido em doencas autoimunes como a artrite
reumatoide em humanos (COLE; ATKIN, 1991). Baseado na sequéncia linear e
predicdo da estrutura secundaria dessa molécula observou-se que esta ndo é

filogeneticamente ou estruturalmente relacionada a outros superantigenos.
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Entretanto, h& evidéncias de pequenas regides homologas & dominios funcionais em

superantigenos comuns (COLE et al., 1996).

1.3.4 Antigenos Variaveis de Superficie

A variacé@o antigénica consiste na habilidade de uma espécie microbiana em
alterar caracteristicas antigénicas dos componentes de sua superficie incluindo
flagelo, pili, proteinas de membrana e capsula. Dessa forma, aumenta a
possibilidade de colonizacdo ao tecido hospedeiro e evasdo do sistema imune
facilitando o estabelecimento da infeccao cronica (BROWNING et al., 2011; RAZIN;
YOGEV; NAOT, 1998).

Apesar da reducédo génica dos micoplasmas, o niumero de genes envolvidos
na diversificacdo de sua superficie celular é inesperadamente alta (RAZIN; YOGEYV;,
NAOT, 1998). A utilizacdo de multiplos genes varidveis organizados em familias
permite a geracdo de extensivo repertdrio de variagcdo antigénica (ROTTEM, 2003).
O mecanismo de diversidade antigénica através da variacdo de fase ou
tamanho/sequéncia € caracterizado por ser reversivel e por possuir alta frequéncia
de eventos mutacionais que regulardo a expressédo e/ou a estrutura (variacdo de
tamanho e/ou sequéncia) de cada membro de uma familia multigénica (GLEW et al.,
2000). Dessa forma, varias espécies de micoplasmas sédo capazes de modificar seus
antigenos de superficie com alta frequéncia e assim, promover a diversidade génica
maximizando o potencial de um genoma limitado (BASEMAN; TULLY, 1997).

M. hyorhinis foi o primeiro micoplasma com relato de uma familia génica
codificando lipoproteinas variaveis (Vips). A familia VIp € composta por sete
membros: VIpA, VIpB, VIpC, VIpD, VIpE, VIpF e VIpG. O sistema Vpl provém uma
estratégia mutacional para gerar diversidade nas proteinas de superficie de M.
hyorhinis permitindo evadir-se do sistema imune por meio da modulacdo de sua
capacidade de aderéncia (CITTI et al., 2000; RAZIN; HERRMANN, 2002; XIONG et
al., 2016). Entre as proteinas de variagdo de fase melhor estudadas em
micoplasmas, destacam-se a lipoproteina VIhA, uma hemaglutinina, em M. synoviae.
Apo6s modificagdes pos traducionais, VIhA é clivada em MSPA e MSPB; dessas,
apenas a porcdo C-terminal de MSPA estd envolvida na hemadsorcdo e
hemaglutinacdo (KHIARI; MARDASSI, 2012). De maneira semelhante, M. bovis

possui altos niveis de variacdo dindmica de antigenos, os quais pertencem a familia
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de variacdo de fase de lipoproteinas de superficie (Vsp). Na estirpe PG45, essa
familia € composta por 13 diferentes genes vsp de copias Unicas, organizados no
locus-vsp. A co-expressao desses diferentes Vsps levam a caracteristicas estruturais

e antigénicas especificas (BURKI et al., 2015).

1.4 Mycoplasma agalactiae e a Agalaxia contagiosa

1.4.1 Historia e Impacto econdémico

Agalaxia contagiosa (AC) tem sido relatada desde o século XIX. Em 1816, na
ItAlia, a doenca clinica foi descrita pela primeira vez, mas apenas em 1871
denominou-se de Agalaxia contagiosa. Em 1923, M. agalactiae, um dos principais
agentes causadores da AC, foi cultivado e isolado pela primeira vez por J. Bridre e
A. Donatien. Em 1931, foi inicialmente denominado Anulomyces agalaxie por
Wroblewski. Em 1957, ap6s mudancas na taxonomia de micoplasmas chamou-se o
agente de M. agalactiae. Em estudos posteriores, outros micoplasmas foram
também associados a doenca, estabelecendo a agalaxia contagiosa de pequenos
ruminantes como uma enfermidade de natureza multe etiologica (KUMAR et al.,
2014; MADANAT; ZENDULKOVA; POSPISIL, 2001).

Rebanhos afetados com AC podem apresentar altas taxas de mortalidade e
morbidade. A prevaléncia de animais com sinais clinicos em um rebanho pode ser
de 30% a 60% e em animais jovens a mortalidade pode ser de 40-70%. Esses
fatores associados a reducao ou auséncia da producao de leite, abortos, custos com
diagnéstico, tratamento e prevencdo podem causar perdas econdmicas
significativas. As perdas estimadas atingem cerca 30 milhdes de dolares por ano em
paises europeus, principalmente em paises com producdo intensiva de ovelhas e
cabras, tornando-se um importante problema de saude animal (MADANAT,
ZENDULKOVA; POSPISIL, 2001; NICHOLAS, 2002).

1.4.2 Etiologia
A AC é uma sindrome infecciosa multe etiolégica em pequenos ruminantes,

causada principalmente por M. agalactiae, responsavel por mais de 80% das
infecgdes (ADDIS et al., 2011; LORIA; NICHOLAS, 2013). Outros dois micoplasmas
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podem causar AC mais frequentemente em cabras do que ovelhas: M. capricolum
subsp. capricolum e M. mycoides subsp. capri (ASSUNCAO et al., 2006b;
BARANOWSKI et al., 2010; BECKER et al., 2012; CHAZEL et al., 2010; NICHOLAS,;
AYLING; LORIA, 2008). Alguns autores também correlacionam as infeccdes
causadas pelo M. putrefaciens & AC (CHAZEL et al., 2010; GOMEZ-MARTIN et al.,
2013), enquanto outros associam essas infec¢cdes a uma doenga com manifestacdes
clinicas e patologicas similares (KUMAR et al., 2014; MADANAT; ZENDULKOVA;
POSPISIL, 2001). Além disso, co-infeccdes de diferentes espécies de micoplasmas
também podem ocorrer (AMORES et al., 2011; GOMEZ-MARTIN et al., 2013).

1.4.2.1 Mycoplasma agalactiae

M. agalactiae é imdvel e possui entre 124-250 nm de diametro. Cresce em
pH 6timo de 7,6 a 37 °C em meio enriquecido com soro animal que fornece o esterol,
composto essencial para a sintese da membrana plasmatica. Em meio sélido produz
colénias de aparéncia tipica de “ovo frito” (figura 5), e forma "peliculas e manchas"
devido a reacdo ao soro de equino inativado por calor. Essa pelicula é composta de
colesterol e fosfolipidios e as manchas contem sais de acidos graxos 0s quais
aparecem em torno das colbnias. Este micoplasma cresce tanto em meio SP4
guanto em Hayflick suplementado com glicose. Apesar de ndo fermentar glicose
nem hidrolisar ureia ou arginina, é sensivel as alteracdes de pH (BERGEY, 2010;
KUMAR et al., 2014). Além disso, este micro-organismo possui oito diferentes
sorotipos (A - H) indicando alta variabilidade antigénica parcialmente relacionada
com a origem geografica dos isolados (BERGONIER et al., 1996). M. agalactiae é
sensivel a luz solar, radiacdo ultravioleta e inativado a 60 °C por cinco minutos e 100
°C por um minuto. E destruido por desinfetantes com principio ativo, como:

hidroclorido de potassio, formalina e cloroaminas (KUMAR et al., 2014).
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Figura 5 - Crescimento de M. agalactiae em meio SP4
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Legenda: Coloénias de M. agalactiae em meio SP4 visualizadas em
estereomicroscépico. A: Colénias tipicas em forma de “ovo frito”. B ¢/OU
C: Manchas e filmes, respectivamente, formados devido a umayggg
reagdo do micro-organismo e 0 soro equino no meio de cultura
(BARBOSA, 2016). s de

inibicdo de crescimento e imunofluorescéncia. Além disso, hidridizacdo DNA-DNA
tem revelado somente 40% de homologia entre M. bovis e M. agalactiae
(PETTERSSON; UHLEN; JOHANSSON, 1996; RAZIN; HERRMANN, 2002).
Andlises genéticas demonstraram que M. agalactiae pertence ao grupo
filogenético hominis, assim como M. bovis, enquanto 0S outros membros que
compreendem o “cluster mycoides” pertencem ao grupo filogenético spiroplasma.
Além disso, o sequenciamento do genoma do M. agalactiae demonstrou que este
possui um genoma pequeno de aproximadamente 880 Kpb. Ao ser comparado com
outros molicutes, M. agalactiae possui 18% dos genes transferidos horizontalmente
ou adquiridos de micoplasmas do “cluster mycoides” que s&o filogeneticamente

distantes apesar de compartilhar o mesmo hospedeiro. Este foi o primeiro relato de
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transferéncia de genes em larga escala entre micoplasmas. Assim como outros
micoplasmas, esse micro-organismo também possui um baixo conteido %GC
(29,7%) e usa preferencialmente o cédon UGA ao invés do UGG, como codon
codificador de triptofano (SIRAND-PUGNET et al., 2007)

Acreditava-se que este micro-organismo fosse incapaz de penetrar nas
células, apesar da sua capacidade de aderir ao epitélio colonizado (ADDIS et al.,
2011). Entretanto, recentemente tem-se demonstrado a capacidade deste
micoplasma em invadir in vitro diferentes células de ruminantes, dentre elas, células
endometriais bovinas e fibroblastos de pulmé&o de bufalo (HEGDE et al., 2014) além
de células primérias de ovelhas (células mamarias epiteliais e estromais; e células
uterinas epiteliais e estromais). Porém, os mecanismos envolvidos na invasao do M.
agalactiae ainda nao foram elucidados (HEGDE et al., 2015).

M. agalactiae possui uma familia de lipoproteinas codificada pelos genes
vpma, 0s quais estdo relacionados a variacdo de fase na expressdo dessas
proteinas pelo mecanismo cut-and-paste auxiliado por uma recombinase especifica,
Xerl, localizada préxima ao locus génico vpma. Até o momento, tem-se descrito que
a estirpe PG2 possui um unico cluster de seis genes vpma e um Unico promotor,
expressando assim um gene vpma por célula e um total de seis combinacdes
génicas. Ao contrario, a estirpe 5632 pode expressar duas Vpmas e no minimo 91
combinacdes de Vpma, pois possui 23 genes vpma distribuidos em dois clusters
separados, contendo um gene xerl, cada (CITTI; NOUVEL; BARANOWSKI, 2010;
GLEW et al., 2000, 2002; NOUVEL et al., 2009). Tem-se descrito que a variagdo de
fase relacionada a moléculas Vpma nao sdo necessarias para o estabelecimento da
infeccdo, mas pode influenciar na sobrevivéncia e persisténcia do patdgeno,
principalmente por aumentar a capacidade de disseminacdo e evasdo do sistema
imune do hospedeiro (CHOPRA-DEWASTHALY et al., 2012).

1.4.3 Epidemiologia

A agalaxia contagiosa, assim como a pleuropneumonia contagiosa bovina e
pleuropneumonia contagiosa caprina, sao classificadas pela World Organisation for
Animal Health (OIE) como doencas de notificacdo obrigatoria, pelo impacto
econdmico significativo na pecuéaria (ARIZA-MIGUEL; RODRIGUEZ-LAZARO;
HERNANDEZ, 2012; ASSUNCAO et al., 2007; BECKER et al., 2012). Essa doenca
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afeta pequenos ruminantes, de ambos 0s sexos, no mundo e possui impacto
bastante descrito na caprinocultura da maioria dos paises do Mar Mediterraneo.
Entretanto, M. agalactiae tem sido também relatado e isolado em outros paises,
como india, Australia, Turquia, Ird, Jordania, Mongolia, Nigéria, Senegal, Iraque,
Bulgéria, Sérvia, Sudao, Russia, Estados Unidos e Brasil (AL-MOMANI; NICHOLAS;
ABO-SHEHADA, 2008; ARIZA-MIGUEL; RODRIGUEZ-LAZARO; HERNANDEZ,
2012; CHAZEL et al., 2010; DE LA FE et al., 2005; KUMAR et al., 2014; LORIA et
al., 2003).

Devido ao fato de ser considerada endémica na regido, diversos estudos
sobre a AC tém sido realizados nos paises banhados pelo mar mediterraneo
(ARIZA-MIGUEL; RODRIGUEZ-LAZARO; HERNANDEZ, 2012). Na Espanha, foi
relatada presenca deste micro-organismo em swab auricular, sémen e leite ao
avaliar caprinos em centros de inseminacéo artificial, indicando a presenca do micro-
organismo em animais assintomaticos de programas de reproducdo (AMORES et al.,
2011). Mais recentemente, foi descrito também na Espanha, a alta prevaléncia de M.
agalactiae em sémens de carneiros assintomaticos naturalmente infectados
(26,35%) (PRATS-VAN DER HAM et al.,, 2016) e em leite de ovelhas (36,8%)
(ARIZA-MIGUEL; RODRIGUEZ-LAZARO; HERNANDEZ, 2012). Resultados
semelhantes também foram observados em outros estudos no mesmo pais (DE LA
FE et al.,, 2005, 2010). Na Espanha, apds caracterizacdo gendémica por PFGE
(pulsed-field gel electrophoresis), VNTR (multilocus variable number tandem-repeat),
e MLST (multilocus sequence typing) de M. agalactiae isolados de ovinos, foi
demonstrado alta homogeneidade gen6mica dos isolados com a circulagdo de uma
Unica populacdo clonal endémica (ARIZA-MIGUEL; RODRIGUEZ-LAZARO:;
HERNANDEZ, 2013). Resultado contrério foi observado um ano antes, no mesmo
pais, destacando-se alta diversidade genética dessa bactéria usando metodologia
similar em isolados de caprinos sugerindo que estirpes diferentes colonizam
hospedeiros diferentes nessa regiao (DE LA FE et al.,, 2012). Na Franca, a AC
também é amplamente distribuida, mas ao contrario dos outros paises mencionados,
o principal patégeno infectando caprinos foi M. mycoides subs capri e ndo M.
agalactiae. Entretanto, em ovelhas, M. agalactiae permanece endémico (CHAZEL et
al., 2010).

No Brasil, existem poucos estudos sobre a distribuicdo e prevaléncia de

micoplasmas em pequenos ruminantes. Em 1942 ocorreu o primeiro relato de AC no
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Brasil, no estado de S&o Paulo, entretanto micoplasmas nao foram isolados
(PENHA; D’APICE, 1942). Posteriormente, em 2004, houve a primeira descricdo da
deteccdo de Mycoplasma spp. em ovinos causando artrite, também em S&o Paulo,
mas néo foi possivel a elucidacdo da espécie (GREGORY et al., 2004). Foi apenas
em 2006 que se relatou pela primeira vez a ocorréncia de Agalaxia contagiosa em
rebanhos caprinos nacionais, provocada por M. agalactiae, no estado da Paraiba. O
micro-organismo foi isolado do leite, exsudato das articulagbes, swab nasal e
lavagem auricular. Foi descrito alta morbidade e mortalidade de até 100% (DE
AZEVEDO et al.,, 2006). Posteriormente, Bandeira et al (2008), evidenciaram a
presenca desse micro-organismo também na Paraiba em 20% dos rebanhos de
caprinos detectados por PCR em amostras de leite. Em Pernambuco, Alves et al.,
(2013) detectaram DNA de M. agalactiae em amostras de sémen (17,9%), leite
(3,7%) de caprinos naturalmente infectados e em amostras de sémen congelados de
centros de inseminacdo artificial (26,9%). Nao foi evidenciado nenhum sinal clinico
associado a AC nos animais, assim como, ndao havia alteracdo nas analises de
qualidade, atividade e motilidade do sémen, indicando um possivel processo cronico
ou doenca subclinica (ALVES et al., 2013). Relatos de infeccdo congénita por M.
agalactiae também tém sido notificados no pais. Observa-se que as crias nascem
com sinais clinicos de agalaxia contagiosa e sdo imunotolerantes (SILVA et al.,
2014).

A frequéncia de M. agalactiae em animais selvagens também tem sido
descritas, como em Capra ibex (CHAZEL et al.,, 2010) e Capra pyrenaica, na
Espanha (GONZALEZ-CANDELA et al., 2006; VERBISCK et al., 2010; VERBISCK-
BUCKER et al., 2008). Essas infeccdes representam risco para a densidade
populacional, uma vez que, esses animais infectados constituem como reservatérios

para micoplasmas patogénicos (KUMAR et al., 2014).

1.4.4 Transmisséo da doenca

M. agalactiae é estavel a temperatura ambiente, caracteristica que favorece
a rapida disseminacdo por meio do contato entre animais infectados e animais
suscetiveis. Além disso, animais jovens sem anticorpos maternos, fracos,
debilitados, desnutridos, imunocomprometidos, animais sobre estresse de transporte

e estresse fisiolégico como prenhez e expostos a condi¢des climaticas extremas sao
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mais susceptiveis a infeccbes. O contato com secre¢des auriculares, oculares,
nasais, fezes, leite, urina e excregbes de lesdes articulares constituem as principais
fontes de transmissdo do micro-organismo (KUMAR et al., 2014). Transmissao
sexual pelo sémen infectado também pode ocorrer (ALVES et al., 2013; AMORES et
al., 2011) e utensilios contaminados na ordenha também s&o fontes de infeccao
(KUMAR et al., 2014). A transmissado vertical através de colostro e leite
contaminados também tem sido descritos (PATERNA et al., 2013).

Excrecdo do M. agalactiae no leite apds oito anos da infeccdo em animais
sem sinais clinicos ou com sinais clinicos leves também podem ocorrer. Dessa
forma, a presenca de animais portadores assintomaticos no rebanho constituem
importante fonte de infeccdo. O gado, camelos e outros animais selvagens
infectados também podem servir de reservatorios (CHAZEL et al., 2010;
GONZALEZ-CANDELA et al., 2006; KUMAR et al., 2014; VERBISCK et al., 2010;
VERBISCK-BUCKER et al., 2008).

Evitar a aquisi¢do de animais infectados, realizar higienizacdo adequada dos
utensilios de ordenha e do ordenhador, separar animais jovens e isolar animais com
sinais clinicos na propriedade sao préaticas que auxiliam a diminuicdo da transmissao
de M. agalactiae entre os pequenos ruminantes (AL-MOMANI; NICHOLAS; ABO-
SHEHADA, 2008).

1.4.5 Patogénese e sinais clinicos

O periodo de incubacdo de M. agalactiae em caprinos e ovinos varia de
alguns dias a algumas semanas ou até dois meses dependendo da via de infecc¢éo,
namero e viruléncia do micro-organismo, e da imunidade do animal. Dependendo
dessas condi¢Bes, o0 agente etiolégico pode causar doencas aguda, subaguda ou
cronica (KUMAR et al., 2014). Em casos de primo-infeccéo, observa-se em animais
infectados, inicialmente, febre devido a bacteremia. Ap6s disseminacao
hematogénica, 0s micro-organismos podem atingir pulmdes, ndodulos linfaticos,
olhos, glandulas mamarias e articulagbes promovendo varios sinais clinicos. Embora
lesdes pulmonares ndo tenham sido comumente observadas em casos de M.
agalactiae, esse micro-organismo ja foi isolado em surto de pleurisia em cabras.
Infeccdes oculares podem levar a lesbes severas de cérnea, podendo acarretar em

cegueira através da vascularizacdo e ceratoconjuntivite. A infeccdo das glandulas
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mamadrias causa atrofia do 6rgdo e diminui¢do ou supressdo da producéo de leite. A
artrite € causada pelo inchago doloroso e acumulo de liquido sinovial principalmente
nas articulagbes do carpo e do tarso. Em doencas cronicas ha casos de ancilose
(perda da motilidade da articulacéo). Infec¢des genitais estao relacionadas a abortos
ou natimortos, principalmente devido a inflamag¢6es do utero. Vulvovaginite granular
em fémeas e inflamacéo testicular também tém sido descritos (KUMAR et al., 2014).
Como reportado acima, formas assintomaticas também podem ocorrer, uma vez que
se observou que o agente etiolégico pode ser eliminado pelo leite e outros fluidos
corporais por 12 meses a oito anos na auséncia de sinais clinicos em caprinos
(ADDIS et al.,, 2011; BERGONIER; BERTHELOT; POUMARAT, 1997; COTTEW,
LLYOYD, 1965; DAMASSA; WAKENELL; BROOKS, 1992; GLEW et al., 2000;
MADANAT; ZENDULKOVA; POSPISIL, 2001).

1.4.6 Diagnéstico

O diagndstico clinico da AC é baseado na presenca de sintomas clinicos
tipicos relacionados a essa doenca, entretanto, precisa ser confirmado por
procedimentos laboratoriais. O diagndstico definitivo para AC requer o isolamento do
agente etioldgico e sua identificacdo através de testes bioquimicos, soroldgicos e
moleculares a partir de amostras de leite, swabs auriculares e de conjuntiva, e
fluidos articulares, como recomendado pela OIE (OIE, 2013), embora amostras de
sangue (para isolar bactérias no estagio agudo da doenca), swabs vaginais e
amostras de tecidos post mortem (tecidos da glandula mamaria, linfonodos ou
pulméo) também podem ser analisadas (CORRALES et al., 2007). O primeiro teste a
ser realizado apods isolamento € a avaliacdo a sensibilidade a digitonina, o qual
distingue micoplasmas de Acholeaplasmas spp. Em meio solido, a caracteristica de
“peliculas e machas” diferenciam o M. agalactiae dos outros agentes etiologicos,
assim como a atividade proteolitica de M. capricolum subsp. capricolum e M.
mycoides subsp. capri em meios contendo caseina. No entanto, estas caracteristicas
bioquimicas s&o variaveis e tém pouca confiabilidade para o diagnéstico. Um teste
bioquimico colorimétrico rdpido baseado na atividade da esterase C8 de M.
agalactiae também tem sido descrito, embora essa atividade seja encontrada
também em M. bovis. A caracterizagcdo dos isolados por testes sorolégicos é

realizada para deteccéo de anticorpos nos soros dos animais por teste de fixacédo do
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complemento, imunoblotting ou ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay). Estéo
disponiveis dois kits de ELISA comerciais para diagnostico de infec¢cdes provocadas
por M. agalactiae. Entretanto, no geral, ndo séo testes sensiveis em infeccbes
cronicas, possuem baixa sensibilidade a algumas estirpes, e fornecem resultados
variados de acordo com a espécie hospedeira e origem geografica das amostras.
Ensaios de PCR convencional e PCR em Tempo Real sdo utilizados por serem
extremamente sensiveis embora resultados negativos ndo devem ser considerados
definitivos e resultados positivos em &areas consideradas livres da agalaxia
contagiosa devem ser confirmadas por isolamento, caracterizacdo bioquimica e
sorologica. Contudo, de acordo com a OIE, a auséncia da disponibilidade de testes
de diagnosticos em alguns paises indicam que a agalaxia contagiosa seja sub
notificada (KUMAR et al., 2014; NICHOLAS; AYLING; LORIA, 2008; OIE, 2013;
POUMARAT et al., 2012).

1.4.7 Vacinas: Prevencao e controle

A terapia antimicrobiana esté entre as principais formas para o controle da AC
e consiste, principalmente, em fluoroquinolonas, tetraciclinas e macrolideos.
Entretanto, durante o tratamento torna-se necessario um periodo de retencdo do
animal que resulta em perdas na producdo de leite. Além disso, a presenca de
residuos de antimicrobianos no leite constitui-se em risco na qualidade de
fermentacao bacteriana na producéo de queijo. E apesar da susceptibilidade de M.
agalactiae a fluoroquinolonas e sua boa penetracdo nos tecidos, estes antibidticos
nado sdo capazes de eliminar o patégeno do canal auditivo externo de animais
afetados, além de provocar a imobilidade de espermatozoides. Dessa forma, se a
dose terapéutica ndo é exatamente definida e o antibiotico ndo é administrado por
um periodo suficientemente longo, o efeito terapéutico pode ser minimo ou nenhum.
Os agentes etioldgicos da AC continuam a ser disseminados no ambiente e ha a
possibilidade da ocorréncia de estirpes resistentes (ASSUNCAO et al., 2006a;
GOMEZ-MARTIN et al., 2013; LORIA et al., 2003; MADANAT; ZENDULKOVA,
POSPISIL, 2001). Devido as desvantagens da terapia antimicrobiana as vacinas s&o
alternativas no controle da agalaxia contagiosa.

As estratégias de vacinagdo contra AC em ovinos e caprinos sao baseados

em vacinas atenuadas ou inativadas. As vacinas atenuadas de culturas de M.
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agalactiae sdo mais eficazes do que as vacinas inativadas, mas seu uso néo é
permitido em todos os paises afetados pela AC. Com a administracdo de vacina
atenuada em animais infectados ocorre a normalizacdo da lactacdo e as lesbes
articulares diminuem, mas os patdgenos continuam a ser excretados pelo leite por
varios meses. Se 0s animais saudaveis sdo vacinados preventivamente, ndo ha
infeccdo generalizada e desenvolvimento de sinais clinicos, mas pode ocorrer a
infeccdo temporaria do Ubere. As vacinas inativadas ndo possuem as desvantagens
mencionadas, mas a resposta imune é baixa a ponto de serem utilizadas apenas
ocasionalmente (MADANAT; ZENDULKOVA; POSPISIL, 2001). Vacinas comerciais
contra M. agalactiae, inativadas com formalina, sdo amplamente utilizados no Sul da
Europa, enquanto vacinas atenuadas sao utilizadas na Turquia, mas existem poucos
dados para avaliar a sua eficacia (NICHOLAS; AYLING; LORIA, 2008). Os melhores
resultados clinicos com vacinas inativadas tém sido observados na presenca de
saponina como adjuvante (LORIA et al., 2003; NICHOLAS; AYLING; LORIA, 2008;
TOLA et al., 1999).

Vacinas inativadas combinadas com dois agentes etiologicos da AC (M.
agalactiae e M. mycoides subsp. capri) também tém sido avaliadas. Nesse relato,
formaldeido ou fenol foram usados como agentes inativantes e hidroxido de aluminio
e saponina foram usados como adjuvantes. Anticorpos contra 0S micro-organismos
avaliados foram detectados apds sete meses da imunizacdo em cabras lactantes,
mas melhores resultados foram observados em vacinas inativadas pelo fenol (DE LA
FE et al., 2007b). Em estudo similar foi evidenciado que hidroxido de aluminio
associado com saponina e inativacdo com formaldeido atenua sinais clinicos da
agalaxia contagiosa mas néo previne infec¢cdes por M. agalactiae. Entretanto, nesse
estudo, ndo foi observado nenhuma espécie de micoplasma sendo liberada pelo
leite apds a imunizacéo (DE LA FE et al., 2007a).

Em ovelhas, os resultados s&o variados. Vacinas vivas e inativadas foram
administradas em animais lactantes e foi observado que a vacina inativada com
formalina ndo preveniu os sintomas, entretanto a doenca desenvolvida n&o foi
igualmente severa comparando-se com animais nao vacinados (FOGGIE et al.,
1971). Posteriormente, foi relatado que vacinas inativadas com saponina e fenol
fornecem melhores resultados na protecdo da infeccdo contra M. agalactiae, em
ovelhas (TOLA et al., 1999). Resultado promissor também foi observado em vacinas

emulsionadas em 6leos minerais como adjuvantes (BUONAVOGLIA et al., 2008).
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Ao avaliar a resposta imune desenvolvida contra M. agalactiae inativado com
formalina associado a diversos adjuvantes diferentes em camundongos foi
demonstrado que o acido polinosinico — policisdilico foi o adjuvante mais eficiente
em promover resposta mediada por Thl. Demonstrando assim, uma possivel
maneira de melhorar as vacinais disponiveis (AVRAMIDIS et al., 2002)

No Brasil, ndo h& vacinas comerciais e regulamentacdo quanto ao seus usos
na prevencao da agalaxia contagiosa. Nesse intuito, um estudo nacional, avaliou a
eficacia de vacinas oleosas e agquosas comerciais europeias em cabritos. A primeira
foi capaz de induzir niveis mais elevados e duradouros (de no minimo sete meses
apos a administracdo da primeira dose) quando comparada com a segunda
(ALCANTARA et al., 2013).

A vacinacao é considerada adequada em regifes endémicas e em areas com
baixo padrdo social e econdmico. Nesses paises o desenvolvimento de vacinas de
nova geracdo contra agalaxia contagiosa sdo necessarias (MADANAT,
ZENDULKOVA, POSPISIL, 2001). Espera-se que uma nova geracdo de vacinas
recombinantes nos proximos anos proporcione melhor protecdo contra micoplasmas,

especialmente contra as infec¢bes por M. agalactiae (GOMEZ-MARTIN et al., 2013).

1.4.7.1 Vacinologia Reversa

Nas ultimas décadas a area de vacinologia avancou bastante principalmente
pela tecnologia do DNA recombinante que auxilia no desenvolvimento de vacinas de
subunidades baseadas em antigenos especificos. Inicialmente, identificam-se os
fatores importantes na patogénese e imunidade e entdo, os fatores identificados séo
produzidos em maior quantidade. Os avancos na tecnologia genémica também
permitiram o desenvolvimento de vacinas. A disponibilidade de genomas completos
e avancos na biologia molecular permitem que cada possivel antigeno de um
patdgeno possa ser avaliado quanto a habilidade de induzir uma resposta imune
protetora (ADU-BOBIE et al., 2003).

A vacinologia reversa melhorou as vacinas meningocoécicas contra o
sorogrupo B com base em proteinas conservadas, por exemplo. As novas vacinas
contra Neisseria meningitidis sorogrupo B possuem ampla cobertura, incluindo
protecdo para estirpes que nao sdo do sorogrupo B (CRUM-CIANFLONE;

SULLIVAN, 2016). Da mesma forma, vacinas conjugadas contra Haemophilus
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influenzae tipo b (Hib) possuem grande impacto na reducéo de criancas infectadas
(SWINGLER; MICHAELS; HUSSEY, 2007).

Em micoplasmas, as proteinas integrais e associadas a membrana estédo
expostas ao ambiente que esses micro-organismos se encontram e desempenham
importante papel na sobrevivéncia e patogénese do agente. Estas proteinas sao
antigénicas e podem proporcionar novos alvos para o desenvolvimento de vacinas e
terapia (CACCIOTTO et al., 2010). Peptideos sintéticos sédo alternativas vacinais
interessantes; sdo seletivos, possuem curtas sequéncias de aminoacidos
conhecidos com epitopos, e sdo mais estaveis no armazenamento e transporte,
caracteristicas favoraveis na veterinaria (SANTONA et al., 2002). Neste contexto,
diversas proteinas recombinantes de membrana estdo sendo estudadas e sugeridas
como possiveis alvos na prevencao de infeccbes de M. hyopneumoniae (GALLI et
al., 2012, 2013; JORGE et al., 2014; LEE et al., 2014; MARCHIORO et al., 2014a,
2014b); M. mycoides subsp. mycoides SC (HAMSTEN et al., 2008); M. genitalium (LI
et al., 2010); M. ovipneumoniae (LI et al., 2011); M. haemofelis (MESSICK;
SANTOS, 2011); M. pneumoniae (SCHURWANZ; JACOBS; DUMKE, 2009); M.
gallisepticum (YOSHIDA et al., 2000).

Especificamente em M. agalactiae, poucos antigenos de membrana foram
identificados como imunogénicos e estdo sendo estudados como potenciais alvos
para o controle da AC. A proteina P30 consiste em um antigeno imunodominante,
expresso nos sorotipos A a D de M. agalactiae, que induz resposta imune inicial
intensa e persistente em animais infectados (FLEURY et al., 2001). A citoadesina
P40, também é caracterizada como fortemente imunogénica, com inducdo de
anticorpos no inicio da infeccdo em ovelhas. E expressa por todos os sorotipos,
exceto o sorotipo C (FLEURY et al., 2002). A proteina P48 induziu significante
resposta imune em camundongos imunizados sendo considerado também um
importante antigeno imunodominante (CHESSA et al., 2009; ROSATI et al., 1999). A
lipoproteina MAG_5040 tem sido caracterizada como uma proteina antigénica com
atividade de nuclease potencialmente envolvida na patogenicidade de M. agalactiae
(CACCIOTTO et al.,, 2013) Entretanto, apesar do progresso nos estudos sobre
meétodos terapéuticos e de prevencao, estratégias preventivas ainda permanecem
ineficientes no controle da AC. Dessa forma, a determinacdo de mais alvos
antigénicos e consequente geracdo de uma nova alternativa vacinal que proporcione

melhor protecdo contra infec¢des por M. agalactiae séo ainda necessérias.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

o Identificar, clonar, purificar e caracterizar proteinas recombinantes

possivelmente antigénicas de M. agalactiae.

2.2 Objetivos especificos

¢ Identificar e selecionar proteinas de membrana de M. agalactiae possivelmente

antigénicas por bioinformatica,

e Avaliar a antigenicidade das proteinas recombinantes purificadas selecionadas,
por Western blotting, utilizando soros de caprinos naturalmente infectados pelo

M. agalactiae.
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3 METODOLOGIA

3.1 Anélise in silico de Mycoplasma agalactiae

Sequéncias de DNA codificantes (CDS) de M. agalactiae, estirpe PG2
(nimero de acesso no GenBank: NC 009497.1), foram analisadas pelos web-
softwvare PSORTDb versdo 3.0.2 (NAKAI, HORTON, 1999; YU et al., 2010),
TOPCONS versao 2.0 (TSIRIGOS et al., 2015), TopPred versdo 1.10 (CLAROS;
VON HEIINE, 1994), TMHMM Server versdo 2.0 (KROGH et al., 2001;
SONNHAMMER; VON HEIINE; KROGH, 1998), DAS (CSERZO et al., 2002), JPred
4 (DROZDETSKIY et al., 2015) para avaliar a sua localizacéo celular (extracelular,
transmembrana, citoplasmatica) e predicdes de estruturas secundarias. CDSs de
proteinas transmembranicas e proteinas secretadas foram selecionadas e
analisadas pelo web-software IEDB Analysis Resource (Immune Epitope Database
and Analysis Resource) versdo 2.13.1. No IEDB, por sua vez, foi possivel avaliar
predicbes das CDSs para regides com beta-turn (CHOU, FASMAN, 1978),
acessibilidade (EMINI et al., 1985) e predicdo de epitopos lineares para células B
(através do Bepipred) (ANDERSEN; NIELSEN; LUND, 2006; LARSEN; LUND;
NIELSEN, 2006; PONOMARENKO; BOURNE, 2007). Para as predicdes de beta-
turn e acessibilidade foi utilizado o threshold default de 1,0. Para a predicdo de
epitopos lineares de células B (usando o método do Bepipred) o threshold utilizado
foi de 0,8 para evitar falsas predicbes. Para todas as predi¢des utilizou-se uma
janela de sete aminoacidos. Predicao de epitopos conformacionais foram realizados
atravées do web software CBTOPE (Conformational B-cell Epitope Prediction)
utilizando os parametros default (ANSARI; RAGHAVA, 2010). Foram excluidas
desse estudo, proteinas que possuiam mais de cinco triptofanos codificadas pelo
cédon TGA (uma vez gue este codon atua como terminador em Escherichia coli e
como codificador de triptofano em micoplasmas) e proteinas descritas na literatura
como antigénicas, como a P48 (ROSATI et al., 2000), P30 (FLEURY et al., 2001) e
P80 (TOLA et al., 2001), com excecdo da proteina P40 (WP_011949418.1)
(FLEURY et al., 2002) a qual foi usada como controle positivo para os ensaios de
antigenicidade. Proteinas selecionadas como antigénicas por estes web software
foram entao analisadas usando BLAST e DELTA BLAST

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/) para identificar regides de homologia com proteinas de


http://www.imtech.res.in/raghava/cbtope/submit.php
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outras bactérias e alinhamento das regiées homologas foram geradas com Clustal
Omega (LI et al., 2015; MCWILLIAM et al., 2013; SIEVERS et al., 2011). O programa
SAPS (Statistical Analysis of Protein) (BRENDEL et al., 1992; GOUJON et al., 2010;
LI et al., 2015; MCWILLIAM et al., 2013) foi utilizado para avaliar propriedades das
sequéncias, como clusters de aminoacidos Unicos ou repetitivos e espacamento
anormal entre residuos idénticos, usando os parametros default. Para avaliar
caracteristicas fisico-quimicas das proteinas foi utilizado o programa ProtParam
(GASTEIGER et al., 2005). Por fim, para identificacdo e agrupamento de familias
génicas de parélogos foi utilizado BLASTClust (70% de cobertura e 30% de
identidade) (ALVA et al., 2016).

3.2 Estirpe bacteriana e condigdes de cultivo

A estirpe de M. agalactiae (GM 719) foi cedida pelo professor Dr° Elmiro
Rosendo do Nascimento da Universidade Federal Fluminense. O micro-organismo
foi inicialmente cultivado em 2 mL de meio SP4 a 37 °C e expandido para 10 mL do
caldo. Na fase de crescimento logaritmico (com base em mudanca colorimétrica), a
cultura foi centrifugada a 20.000 x g por 30 minutos a 4 °C, o pellet foi
homogeneizado em 2 mL de PBS e a suspensédo foi armazenada a -20 °C até a

extracdo do DNA.

3.3 Extracdo de DNA do M. agalactiae e amplificacdo da regido de interesse
para confirmacao da estirpe

A extracdo de DNA do micoplasma foi realizada pelo método de silica
(BOOM et al. 1990), com modificagbes. Adicionou-se 500 pyL de tampéao de lise (Tris-
HCI 0,1 M, pH 6,4; EDTA 0,5M, pH 7,0; isotiocianato de guanidina 4 mM) e 40 pL de
suspensdo de silica a 700 yL da suspensdo de micoplasma armazenada. Em
seguida homogeneizou-se a suspensao e manteve-se em repouso por 10 minutos.
Esta suspenséao, depois, foi centrifugada a 20.000 x g por 4 minutos, removendo-se
o sobrenadante. O sedimento foi homogeneizado com 500 uL de tampao de
lavagem (Tris-HCI 0,1 M, pH 6,4; isotiocianato de guanidina 4 mM) por 30 segundos
e centrifugado a 20.000 x g por 4 minutos (esta etapa foi repetida duas vezes). O

sobrenadante foi removido e o sedimento homogeneizado com 500 uL de etanol
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70% gelado e centrifugado a 20.000 x g por 4 minutos. O sedimento foi novamente
homogeneizado com 500 pl de acetona gelada e centrifugado a 20.000 x g por 4
minutos. O sobrenadante foi removido e apdés total desidratacdo do pellet adicionou-
se 120 uL de agua Milli — Q e homogeneizado. A solucdo foi incubada por 10
minutos a 56 °C, centrifugada a 20.000 x g por 10 minutos. Por fim o sobrenadante
foi recolhido e armazenado a -20 °C até a realizagdo da PCR.

A amostra foi submetida a PCR especifica para confirmagdo da espécie M.
agalactiae (CHAVEZ-GONZALEZ et al., 1995). Os iniciadores utilizados est&o
descritos na tabela 1. A reacdo de PCR possuia Tampéao 1X (Buffer) (200mM Tris-
HCI, pH 8,4; 500mM KCI), 50 pmols de cada iniciador, 1,0 U de Taq DNA polimerase
(Invitrogen™), 2,0 mM de MgClz, 200 uM de dNTPs, 1,0 pL da amostra de DNA e
agua ultrapura até o volume final de 25 pL. Agua ultra pura foi utilizada como
controle negativo. As condi¢cdes de ciclagem ocorreram na temperatura inicial de
desnaturacao de 94 °C por 5 minutos, 35 ciclos de 94 °C por 45 segundos, 58 °C por
1 minuto, 72 °C por 2 minutos e um ciclo final de 72 °C por 10 minutos com hold step
a 4 °C. Os produtos das PCRs foram analisados apés eletroforese em gel de
agarose 1% e visualizados sob luz ultravioleta apds a adi¢cdo de brometo de etidio a
0,5 pug/ mL.

Tabela 1 - Iniciadores utilizados para identificacdo de M. agalactiae

Iniciadores Sequéncia (5'—3’) Ta (°C)a Referéncia

Maga-1 CCTTTT AGATTG GGA TAG CGG ATG 58,0 CHAVEZ-

Maga-2 CCG TCA AGG TAG CGT CATTTC CTAC GONZALEZ et
al., 1995.

Nota: 2 Ta (°C): Temperatura de anelamento dos iniciadores em graus Celsius.

3.4 Desenho de iniciadores e amplificacdo das CDSs selecionadas

Os iniciadores para amplificacdo das CDSs selecionadas foram concebidos
com base na sequéncia nucleotidica genémica do M. agalactiae PG2 depositada no
GenBank sob numero de acesso NC_009497.1 e com o auxilio dos web-softwares
Reverse Complement (STOTHARD, 2000) e IDT Oligo Analyzer (Integrated DNA
Technologies). Para permitir a clonagem direcional, foram desenhados primers

forward contendo a sequéncia CACC na extremidade 5' do iniciador, uma vez que



45

esses 4 nucleotideos pareardo com a sequéncia GTGG no vetor pET TOPO®. Os
iniciadores gerados estao descritos na tabela 2.
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Tabela 2 - Identificagdo das CDSs selecionadas, oligonucleotideos e suas respectivas temperaturas de anelamento

N° N.deacessono Provavel funcao Sequéncia (5’ *3’) Ta (°C)2 Amplificado® Quantidade de
GenBank codons TGA
1 WP_011949419.1 Proteina hipotética °cac cAT GAA AAA AGT AAAATT A 51,0 Sim -

TTAATTTTCCTT GTT ATT TTT CAT

2 WP_011949418.1 P40, Lipoproteina  cac cAT GAA AAC AAA TAG AAA AAT 52,0 Sim 1
TTA AAA CTC AAT TAATGAATCTTT

3 WP_011949336.1° Lipoproteina cac cAT GAA CAA AGT AAATAA - NA 3
TTATTTCTTGTTTAGCTTTTT GA

4 WP_011949770.1° Proteina hipotética cac cAT GAA ATC TAAATT TTT AA 52,0 Sim 2
CTATTTTGC TTT TAATTT AGT CTC

Notas: 2 Ta (°C): Temperatura de anelamento dos iniciadores em graus Celsius.
®(NA): Regido ndo amplificada.
¢ CACC: Sequéncia de nucleotideos adicionada para clonagem direcional no vetor Champion pET 200D/TOPO His-Tag (Invitrogen).
dCDSs que foram submetidas a sintese comercial.
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Para a amplificacdo das CDSs por PCR, inicialmente utilizou-se a Taq DNA
Polimerase (Invitrogen™) para padronizacdo e confirmacdo da sequéncia alvo na
estirpe. Em seguida, foi realizada outra reacdo de amplificacdo utilizando uma
polimerase termoestavel com atividade proofreading. A reacdo de PCR possuia
Tampédo 1X (Buffer), 50 pmols de cada iniciador, 1,0 U de Platinum® Pfx DNA
Polimerase (Invitrogen™), 1,0 mM de MgSOQOa4, 200 uM de dNTPs, 2,5 uL da amostra
de DNA e agua ultrapura até o volume final de 25 uL. PCRx Enhancer Solution 0,5 x
foi utilizado quando necessario. Agua ultra pura foi utilizada como controle negativo.
As condi¢cdes de ciclagem ocorreram na temperatura inicial de desnaturacdo de 94
°C por 5 minutos, 35 ciclos de 94 °C por 1 minuto, temperatura de anelamento
dependente da sequéncia por 1 minuto, 68 °C por 2 minutos e um ciclo final de 68
°C por 10 minutos com hold step a 4 °C. Os produtos das PCRs foram analisados
apos eletroforese em gel de agarose 1% e visualizados sob luz ultravioleta apés a

adicao de brometo de etidio 0,5 pg/ mL.

3.5 Clonagem e transformacgéo

Apesar de trés sequéncias terem sido amplificadas, seguiu-se com a
clonagem apenas da sequéncia WP_011949419.1. Para as outras sequéncias, trés
vetores de expressdo pET-28a(+) com sitio de resisténcia a canamicina e contendo
as sequéncias codificadoras das proteinas WP_011949418.1, WP_011949336.1 ou
WP_011949770.1 foram sintetizados pela GenScript (Piscataway, EUA). Essas trés
CDSs contém pelo menos um cédon TGA especifico de micoplasmas como codon
codificador do aminoacido triptofano o qual é reconhecido em E. coli como cédon de
terminacdo. Dessa forma, codons TGA foram alterados para TGG (cdédon codificador
de triptofano) na sequéncia de DNA enviada para sintese.

Para clonagem da sequéncia WP_011949419.1, apOls visualizacdo dos
produtos da PCR, o DNA desta foi purificado a partir do gel de agarose 1% utilizando
o kit QIAquick Gel Extraction (Quiagen®) seguindo as recomendagbes do
fabricantes. A sequéncia purificada foi ligada no vetor pET TOPO® de acordo com as
instrucdes do fabricante (Invitrogen™). Para a reacédo foram adicionados 4 puL de
produto da PCR, 1 pL de solucdo salina e 1 pL do vetor TOPO®. A reacdo foi
homogeneizada e incubada durante 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida

a reacao foi resfriada em gelo e prosseguiu-se para transformacéo de células One
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Shot® TOP10 competentes. Para isso, 3 UL da reacédo de clonagem TOPO® foram
misturados suavemente com E.coli One Shot TOP10 quimicamente competentes e
incubadas em gelo durante 30 minutos, seguido por choque térmico durante 30
segundos a 42 °C. As células foram transferidas imediatamente para o gelo e 250 pL
de meio S.O.C foram adicionados. A solugéo foi agitada a 200 rpm a 37 °C durante 1
hora. 100-200 pL de cada transformacéo foram plaqueadas (em meio Luria Bertani
contendo 100 pg/mL de canamicina) e incubada a 37 °C, overnight. Colbnias foram
selecionadas e sub-cultivadas a 200 rpm a 37 °C, overnight. Para analisar os
transformantes e confirmar a presenga do inserto foram feitas PCRs utilizando
iniciadores adequados para a sequéncia clonada. A reacao foi incubada durante 10
minutos a 94 °C para lisar as células e inativar nucleases. Os produtos de PCRs
foram visualizados ap0s eletroforese em gel de agarose 1% sob luz ultravioleta apos
a adicdo de brometo de etidio 0,5 pg/ mL. Plasmideos contendo o inserto de
interesse foram extraidos por lise alcalina das células seguido por adsorcdo em
silica, para tanto foi utilizado o kit comercial QIAprep Spin Miniprep (Quiagen®) de
acordo com as instru¢des do fabricantes.

A identidade da insercao foi determinada por sequenciamento de DNA pelo
método de Sanger, em ambas as direcdes, utilizando iniciadores T7 e T7 reverse
(tabela 3). As amostras amplificadas e purificadas foram enviadas ao Instituto de
Biologia (IB-USP), Centro de Pesquisa sobre o Genoma Humano e Células-tronco.
As reacdes de sequenciamento foram realizadas de acordo com o protocolo para o
ABI 3730 DNA Analyser, utilizando o BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(codigo 4337456). As sequéncias foram analisadas pelo software Sequencing

Analysis 5.3.1 utilizando o Base Caller KB.

Tabela 3 - Iniciadores utilizados no sequenciamento

Iniciadores* Sequéncia (5’ »3’)
T7 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG
T7 reverse TAG TTATTG CTC AGC GGT GG

Nota: (*) Iniciadores fornecidos pelo kit Champion™ pET Directional TOPO®
Expression (Invitrogen).

3.6 Expressao proteica
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E. coli BL21 Star™ (DE3) One Shot foram utilizadas para expressao
proteica. Um total de 10 ng do DNA do plasmideo foram transformados em 50uL de
células BL21 Star™ (DE3) One Shot utilizando procedimento de transformagao
semelhante ao descrito acima. Plasmideo e BL21 Star foram homogeneizados
delicadamente e incubados em gelo durante 30 minutos. Em seguida, as células
foram submetidas a choque térmico durante 30 segundos a 42 °C sem agitacdo e
transferidas imediatamente para o gelo. Um total de 250 pL de meio S.O.C foram
adicionados e incubados a 37 °C durante 30 minutos com agitacdo (200 rpm). Na
reagdo de transformagao foram adicionados 10 mL de meio LB contendo o
antibiotico apropriado e incubados overnight a 37 °C com agitacao.

Em seguida, 50 mL de LB foi incubado com 500 pyL da cultura descrita
anteriormente, a 37 °C com agitacdo, até a densidade oOptica (DOsoo) maior que
0,600. Em seguida uma aliquota de aproximadamente 1 mL desta cultura foi
centrifugada a 10.000 x g por 10 minutos. O pellet desta suspensao foi armazenado
a -20 °C até o momento do uso, essa aliquota refere-se ao tempo zero. Ao restante
da cultura foi adicionado IPTG para a concentracdo final de 0,5-1 mM. As culturas
cresceram overnight, em agitacdo a 18 °C. Apds o fim da incubacéo foi retirado outra
aliguota de aproximadamente 200 pL, a qual foi centrifugada nas mesmas
condicbes, essa aliquota refere-se ao tempo overnight. O restante da cultura foi
centrifugado e o pellet foi homogeneizado em tampé&o 0,1M Tris, 0,5M NacCl, 10%
glicerol pH 8,5 ou tampao 20mM fosfato, 0,5M NaCl, 10% glicerol. As células foram
lisadas por sonicacdo por um minuto e trinta segundos, pulso de 10” on e 15" off,
amplitude 35% (Digital Sonifier® Cell Disruptor, Branson, VWR Scientific). As
amostras foram centrifugadas e o pellet homogeneizado em tampé&o 0,1 M Tris, 0,5
M NaCl, 8 M ureia, correspondendo a fracdo insolavel, enquanto o sobrenadante
corresponde a fracdo solluvel. Todas as fracdes foram armazenadas a -20 °C até a
realizacdo do SDS-PAGE e Western blotting.

3.7 Andlise das fragdes soluveis e insoluveis de E. coli recombinante

Cada fracao celular de E. coli (30 pL) foi homogeneizada em 20 pL de
tampéo de amostra de SDS-PAGE 2X, fervido por 5 minutos. As amostras (10uL de
cada) foram aplicadas em gel de poliacrilamida 12% SDS (Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8;
SDS 10%; acrilamida/bisacrilamida 30%/0,8%; persulfato de aménio 10%; N, N, N/,
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N'-tetrametilinediamina) e submetido a eletroforese com tampé&o especifico (Tris 25
mM; glicina 250 mM; SDS 0,1%). Incluiu-se no gel padréo de peso molecular para
estimar o peso molecular das proteinas recombinantes purificadas. Apos
eletroforese, as proteinas foram reveladas com solu¢cdo de Comassie blue (10%
acido acético, 40% metanol, 1% de Comassie blue).

As amostras também foram avaliadas quanto a presenca de poli-histidina N-
terminal, por meio de Western Blotting. A transferéncia ocorreu em membrana de
nitrocelulose 0,45 um (Bio-Rad™), por 1 hora e 30 minutos e amperagem de 500
mA, em tampéo de transferéncia (25 mM tris, 192 mM glicina, 20% vol/vol metanol,
pH 8,3). ApGs transferéncia a membrana foi tratada com PBS (Tampao de fosfato-
salino) - Tween 20 0,05% e 3% de leite desnatado por duas horas. Em seguida a
membrana foi lavada com PBS-Tween 20 0,05% e o anticorpo primario 6x-His
Epitope Tag (Invitrogen™) diluido (1:3000) foi adicionado e incubado por duas horas
em temperatura ambiente. A membrana foi novamente lavada e o anticorpo
secundéario conjugado com peroxidase (anti-mouse 1gG, HRP conjugate -
Invitrogen™) foi adicionado e incubado por mais duas horas em temperatura
ambiente. Por fim, a membrana foi revelada usando o kit Amersham ECL Western
blotting detection (GE Healthcare™).

3.8 Extracéao e purificacao proteica

Para purificacdo proteica, inicialmente foi realizado o pré-inéculo em 10 mL
de meio LB com antibiético e 100 pyL da cultura de E. coli contendo o vetor de
interesse e incubados overnight a 37 °C com agitacéo (200 rpm). Em seguida, 1 L do
meio LB foi inoculado com 10 mL da cultura anterior a 37 °C com agitacéo (200 rpm)
por 2-3 horas. Foi adicionado IPTG 1 mM para induzir a expressdo e novamente
incubado a 37 °C com agitacdo, overnight. As células foram obtidas por
centrifugagéo (10.000 x g, 10 minutos a 4 °C). O pellet foi homogeneizado em 200
mL do tampéao apropriado contendo inibidor de proteases (0,1 M Tris, 0,5 M NaCl,
10% glicerol pH 8,5 ou 20 mM fosfato, 0,5 M NaCl, 10% glicerol, pH 7,0 e 1 mM
PMSF) e submetido a lise mecanica (600 psi por 15 minutos) em um
homogeneizador modelo APLAB-10 (ARTEPECAS, Brasil). A amostra lisada foi
centrifugada a 14.000 x g por 1 hora, a 4 °C, o sobrenadante foi recolhido e filtrado

em membrana 0,22 pm.
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Finalmente, & solugdo filtrada foi adicionado 20 mM de imidazol e,
prosseguiu-se a purificacdo com auxilio de bomba peristéltica (Watson Marlon sci
323). A presenca do marcador de poli-histidina N-terminal (6xHis) nos vetores
permitiram a purificacdo da proteina recombinante com uma resina quelante de
niquel (HisTrap™ HP, GE Healthcare Bio-Sciences Corp, EUA) sobre condi¢gbes
adequadas (tampdao de equilibrio; e tampao de elui¢do: 0,1 M Tris, 0,5 M NaCl, 10%
glicerol pH 8,5 ou 20 mM tampéo fosfato, 0,5 M NaCl, 10% glicerol, pH 7,0, 50 — 500
mM imidazol) e posteriormente, as fracdes cromatograficas foram visualizadas em
SDS-PAGE.

As fragcdes cromatogréficas isoladas, contendo a proteina recombinante,
foram submetidas a dialise em membrana (SnakeSkin™ Dialysis Tubing, 3.5K
MWCO, 35 mm, Thermo Scientific™). A solucdo tampao utilizada foi a mesma
utilizada na purificacdo com a auséncia de imidazol. A dialise foi realizada overnight
a4 °C.

3.9 Quantificacao de proteinas

A determinacdo da concentracdo das proteinas purificadas foi realizada
através de quantificacdo de proteinas totais pelo método BCA com deteccéo
colorimétrica, para tanto foi utilizado o kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo
Scientific) de acordo com as instrucdes do fabricante e usando albumina de soro

bovino (BSA) como padrao.

3.10 Ensaios de antigenicidade

3.10.1. Amostras de soro caprino

Amostras utilizadas no presente estudo foram provenientes de caprinos (n=38)
com sinais clinicos de AC e cedidos por um produtor de caprinos da regido sudoeste
da Bahia (propriedade A). Adicionalmente, soros coletados de caprinos da mesma
regido (propriedades B - J), em projeto anterior desenvolvido pelo Laboratério de
Micoplasmas (n=28), foram também utilizados. A caracterizacdo desses animais

estdo descritos no apéndice A.
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Amostras de soro selecionadas para ensaios de Western blotting como
explicado abaixo foram misturadas (pooled) (n=5) e purificadas contra antigenos de
E. coli. As 8 amostras da propriedade A também foram purificadas, individualmente,
para utilizacdo no teste de ELISA. Para isso, 500 pL de cada soro reativo foi
homogeneizado com PBS - Tween 20 (0,05%) e 3% de leite desnatado, diluidos na
proporcdo 1:20 e submetidos a purificagdo contra antigenos desnaturados e
sonicados de E. coli BL 21 (DE3), por 20 horas em agitacdo (GUIMARAES et al.,
2014).

3.10.2 Extrato total de M. agalactiae GM 719

M. agalactiae GM 719 foi cultivado em 500 mL de meio SP4, centrifugado
por 30 minutos, 20.000 x g. O pellet foi lavado trés vezes com PBS e
homogeneizado em 5 mL de PBS, por fim, a solucdo foi submetida a lise por
sonicagdo por um minuto e trinta segundos, pulso de 10” on e 15” off, amplitude
35%. Proteinas totais foram dosadas usando nanoespectrofotbmetro (com

comprimento de onda a 280 nm), (DS-11+ Denovix, Uniscience).

3.10.3 ELISA Indireto (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) para selecdo de
amostras reativas a proteina recombinante P40

Para selecionar soros de animais com anticorpos para M. agalactiae, ELISA
indireto com a proteina P40 recombinante, sabidamente antigénica (FLEURY et al.,
2002), foram inicialmente realizados com as amostras (n=36) descritas acima. Soros
altamente reativos (D.O. > 0,700) contra a proteina recombinante foram entao
utilizados para avaliar a antigenicidade das proteinas recombinantes produzidas por
meio de Western blotting e ELISA indireto. Os ensaios de ELISA foram realizados
em placas de poliestireno (COSTAR®) sensibilizadas utilizando 200 ng/ poco da
proteina recombinante P40 diluida em tamp&o carbonato-bicarbonato pH 9,6 por 16
horas a 4 °C, em camara Umida. Em seguida, a placa foi lavada cinco vezes com
PBS - Tween 20 (0,05%). Ligacdes inespecificas foram bloqueadas com PBS
contendo 10% de leite desnatado por uma hora a 37 °C. Apés lavagem das placas
com PBS - Tween 20 (0,05%) as amostras de soro do animais, diluidas 1:100 em

PBS contendo 5% de leite desnatado, foram adicionadas e as placas foram
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incubadas a temperatura ambiente por uma hora. Entdo as placas foram lavadas
novamente e adicionou-se 0 anticorpo secundario conjugado com peroxidase
(Rabbit anti-Goat 1gG, HRP conjugate - Invitrogen™), diluido 1:2.000 em PBS
contendo 5% de leite desnatado. Apds incubacdo em temperatura ambiente por uma
hora as placas foram lavadas mais uma vez. As reagdes foram reveladas com o
substrato cromogeno OPD (o-Phenylenediamine Dihydrochloride) com a adicao de
peréxido de hidrogénio, por 15 minutos. A reacdo foi parada com 50 pL da solucdo
de &cido sulfdrico 1 N. A leitura da densidade optica (D.O.) foi realizada em filtro de
492 nm em leitor de ELISA (Asys Expert Plus). As amostras e controles de
background (reacdo sem o antigeno ou sem 0 anticorpo primario) foram avaliados

em duplicata.

3.10.4 Western blotting

Para avaliar a imunorreatividade de proteinas recombinantes de M.
agalactiae, ensaios de Western blotting foram realizados. Para tanto, um pool (n=5)
de soros purificados positivos contra proteina P40 no ELISA, como descrito acima,
foi utilizado. As proteinas recombinantes foram submetidas ao SDS-PAGE e
transferidas para membrana de nitrocelulose como descrito anteriormente. Em
seguida a membrana foi lavada com PBS - Tween 20 (0,05%) e o pool de soro
purificado dos animais (diluicdo 1:20) foi adicionado e incubado por duas horas em
temperatura ambiente. A membrana foi novamente lavada e o anticorpo secundario
conjugado com peroxidase (1:500) (Rabbit anti-goat 1gG, HRP conjugate -
Invitrogen™) foi adicionado e incubado por mais duas horas em temperatura
ambiente. Por fim, bandas imunorreativas foram visualizadas usando o Kkit
Amersham ECL Western blotting detection (GE Healthcare™).

3.10.5 ELISA Indireto para proteinas recombinantes e extrato do M. agalactiae

As oito amostras purificadas individualmente da propriedade A foram
avaliadas para todas as proteinas recombinantes por ELISA indireto. Foram
utilizados 1 pg/ poco do extrato da célula de M. agalactiae e 200 ng/ poco das

proteinas recombinantes como descrito acima.
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3.11 Anédlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa GraphPad-Prism
6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA-USA). Para avaliar a reatividade entre as
proteinas recombinantes e o extrato total de M. agalactiae com o0s soros de caprinos
no ELISA, previamente os dados foram analisados pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov para verificar a distribuicdo normal ou ndo dos dados. Foi realizado o teste
nao-paramétrico de Mann-Whitney, quando avaliados dois grupos. Dados expressos
pela Média + Desvio Padréo. Diferengas estatisticas foram consideradas
significantes quando p<0,05 utilizando um intervalo de confian¢a de 95%.
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4 RESULTADOS

4.1 Anédlise in silico de Mycoplasma agalactiae

M. agalactiae PG2 possui um total de 666 CDSs, sendo que 156 CDSs
apresentaram localizagdo de transmembrana ou extracelular, de acordo com o
PSORTDb, as quais foram selecionados para analises posteriores. As 156 CDSs
selecionadas foram avaliadas pelo web-software IEDB Analysis Resource para
predicbes de: beta-turn, acessibilidade e epitopos lineares e conformacionais de
células B. Apds a filtragem com os fatores de exclusédo (descritos na metodologia),
vinte proteinas foram caracterizadas como possivelmente antigénicas, dessas foram
selecionadas quatro, as quais tiveram melhores predi¢cdes, para prosseguir com a
clonagem utilizando E. coli. A figura 6 representa um esquema com 0s resultados
obtidos inicialmente e a tabela 4 e figura 7 apresentam a caracterizagdo das quatro

proteinas selecionadas.

Figura 6 - Fluxograma das andlises in silico para selecao das proteinas

alvo
NCBI ) (" PSORTb ) (' TcA
Total de_sequéncias de DNA Proteir;as com no minimo uma Proteir;as com até 5 codons
codificantes em M. agalactiae hélice transmembranica ou TGA
proteinas secretadas
+ 666 « 156 - 94
IEDB
Total de proteinas Prediczo para beta-tum, Proteinas excluidas
caracterizadas nesse trabalho acessibilidade e epitopos

lineares para células B

.4 l + 20 - 8




Tabela 4 - Comparacgédo entre software para predi¢cdes de peptideo sinal e predi¢cdes da topologia das proteinas de
membrana descritas nesse trabalho

Softwares WP_011949419.1 WP_011949418.1 WP_011949336.1 WP_011949770.1

Psortb? IM IM IM IM

TMPREDP 22 25 29 20

HMTOP® 22 25 27 Out®

TOPCONS Peptideo sinal Peptideo sinal Peptideo sinal Peptideo sinal

TopPred In-outd In-out In-out In-out

DAS Peptideo sinal Auséncia de Auséncia de Auséncia de
sequéncia sequéncia sequéncia
transmembranica transmembranica transmembranica

TMHMM Out Out Out Out

Notas: 2 Localizacao proteica foi predita usando o web-software PSORTDb: (IM) indiretamente ligada & membrana.
b Amino&cidos inseridos na membrana.
¢ A proteina esta localizada fora da célula.
4 A proteina esta direcionada a partir da membrana para o meio extracelular.
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Figura 7 - Predi¢des pelo web-software IEDB Analysis Resource e
CBTOPE

>WP_011949419.1
MKKVKLILGALLPITTIPFIAASCNDIELVKSEASKODONNNKIDKKVEKTESHNLKSSTNNGL
EDKKENETIEKDKPITILEKIETPEIPKTKODKSKEAKCKEETKKEEKKNEEETDDDFESLFNF
NMSSKADONPENESESLNEDTLTSYKSKISSEISELNKEVKNYNGFINDEIKSQFEELKEKL
NKLLTSASTSDDIEKILTQLDFFSEQEEGYNIKIESMKNNKEN

>WP_011949418.1
MKTNRKILFGLLTASSFTAVPLLAAKCDDKNENSQOKNPODNGDKVEKQALGEVVKNTINLG
EIVLPKDKEIPEASSILESLVKTNATVDTSELEVSNILKNGATVSAKKESKKYSGSINVTFTIK
KSDDVVAKKDLSKVNKDNFKFLTNFVEGSDLLEALKTDLELPNLKLDDFQFTVDKLATADK
EGKLVIEAKPTSKLITGTVILDIPRLVVKPTEENHNIADAKKLLDETLKNLSILESKMDSNIKNIE
KV’\CIEANTSDGGVFTEEAKKIMQXKAKFKEAKTKVEMLI KDKTKLSDEEIKSANKIINDF
IAYYFTEVKSKDTGKIIYDGENTMRDIKKIAKLKNGNOEKDSLIEF

>WP_011949336.1
MNKVNKKFLTAMGGGITSLALPIVAASCDNKAKNEOPKNNIDDLPNDDSNNNNVDNNKDS
TSASISMNESGAKSETVENSNSHTTRNVSNKDM KDTKISKE§EASIYLYEK\’ACIGCDIYKFDP
NSPNFKKPDKNSQTDAPSRITNESNTVSFSSFNPEFKKYLTETYTFV(*/NELKAFVIAVS@
DQEL LRKYQKHFELV’\CIKIIDQI IQSVTLNPNGKDSLQEQEKDSETRDHLHNLNKSYEDIRSEV
NDFVKKLNKK

>WP_011949770.1
MKSKFLMTLPVLFTFPIVSASCTDINONNSTAENKKPDSNEKIKVDNATTNNANSNENKND
GRSKTEQPSKDOAETYSTSNVNKQKEEMLKKLKEELPKLKEKKVELEKTIEETKPTEEQL
KKA\X?QDLENKANTSPSEYDESKLKEAYEK\ﬁLTVYDK LTNAKNELEILTKSKMIEQTEQAIEK
LETKLKAK

Legenda: Predicbes de beta-turn (aminoécidos sublinhados), acessibilidade (negrito) e
epitopos lineares (marcados em cinza) e conformacionais (aminoacidos em
vermelho) para células B. Asteriscos (*) indicam triptofanos codificados pelo cédon
TGA.

Alem disso, as quatro sequéncias foram avaliadas pelo algoritmo SAPS.

Como demonstrado na tabela 05, todas as proteinas analisadas possuem

significativamente mais lisina, enquanto que a arginina foi o aminoacido menos

presente. As analises por SAPS também identificaram duas sequéncias, as quais

repetem duas vezes cada na proteina WP_011949418.1 (P40). Estas incluem os
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aminoacidos serina, isoleucina, leucina, acido glutamico, apresentados da seguinte
forma: SILES; e os residuos leucina, lisina, arginina e glicina apresentados como
LKNG. Observou-se também unidade de repeticdo na proteina WP_011949770.1,
incluindo os aminoacidos lisina, leucina e acido glutamico apresentado como KLKE
repetido trés vezes ao longo de toda a sequéncia. Entretanto, apesar de unidades de
repeticAo estarem presentes em duas das quatro proteinas analisadas, as
sequéncias repetidas ndo estdo localizadas nos epitopos lineares ou
conformacionais preditos pelos softwares IEDB e CBTOPE. Unidades de repetigcbes
de aminoacidos nao foram observados nas proteinas WP_011949419.1, como
demonstrado na tabela 5.

Tabela 5 - Caracteristicas Unicas das proteinas como unidades de
repeticédo e frequéncia de aminoacidos obtidas através do
software SAPS

NUumero de acesso Unidades de Aminoéacidos mais Aminoacidos

no GenBank Repeticdo frequentes menos frequentes
WP_011949419.1 - Ac. Glutamico, asparagina Alanina, arginina,

e lisina glicina, histidina e
valina
WP_011949418.1 SILES Lisina e Histidina e arginina
75-79; 237-241 ac. aspartico
LKNG

98- 101; 346- 349

WP_011949336.1 - Lisina, serina e asparagina Arginina
WP_011949770.1 KLKE Ac. Glutamico e lisina -
92- 95; 99- 102;
143- 146

Notas: S: Serina; |: Isoleucina; L: Leucina; E: Acido glutamico; K: Lisina;
N: Asparagina; G: Glicina.

As analises para caracterizacdo das familias génicas de paralogos em M.
agalactiae PG2 identificou 39 familias indicando provaveis eventos de duplicacdo
génica. Dentre as proteinas selecionadas nesse estudo apenas a proteina
WP_011949418.1 (P40) esta agrupada em uma familia de genes paralogos, a qual é
composta pela proteina WP_011949418.1 (P40) e WP_011949417.1. Avaliacdes de
homologia usando BLAST e DELTA BLAST evidenciaram que a proteina P40
(WP_011949418.1) demonstrou homologia com as proteinas hipotéticas de M. bovis
(WP_013954686.1, cobertura 100% e identidade de 36%; e WP_041309154.1,
cobertura de 96% e identidade de 36%) além da proteina hipotética
WP_011949417.1 do préprio M. agalactiae (cobertura de 100% e identidade de
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36%), como esperado, uma vez que estdo agrupadas na mesma familia de
paralogos. O alinhamento dessas sequéncias é evidenciado no Apéndice A. De
forma semelhante, a proteina WP_011949336.1 demonstrou homologia com uma
proteinas hipotética (cobertura de 98% e identidade de 33%) e com a lipoproteina
P48 de M. bovis (cobertura de 99% e identidade de 30%) (Apéndice B). Da mesma
maneira, a proteina WP_011949770.1 também apresentou homologia com uma
proteina hipotética de M. bovis (WP_013456028.1) (cobertura 99% e identidade
37%) (Apéndice C). Em contraste, a proteina WP_011949419.1 ndo demonstrou
homologia significativa com proteinas de outros micro-organismos, sendo portanto,

provavelmente uma molécula especifica de M. agalactiae.

4.2 Amplificacéo e clonagem

Das quatro CDSs, apenas uma ndo foi amplificada pela técnica de PCR
(WP_011949336.1). Apdés clonagem e andlise dos transformantes por
sequenciamento, foi possivel confirmar a presenca e orientacdo correta do inserto
para CDS da proteina WP_011949419.1. Devido ao baixo rendimento da clonagem,
dificuldades em padronizar reacdes de amplificagcbes de sequéncias possivelmente
antigénicas e presenca do codon TGA, vetores de expressdo contendo o gene
codificante das proteinas WP_011949418.1, WP_011949336.1 e WP_011949770.1

foram sintetizados pela GenScript (Piscataway, EUA).

4.3 Expressao das proteinas

Apos transformacdo em E. coli BL21 Star™ (DE3) One Shot e antes de
serem expressas em larga escala, as proteinas recombinantes foram induzidas em
pequeno volume para avaliar sua expressdo e solubilidade. Os vetores utilizados
nesse estudo, pET-28a(+) e pET200D/TOPO His-tag, permitiram que as proteinas
fossem expressas fusionadas a seis aminoacidos de histidina a qual permitiu a
identificacdo das proteinas recombinantes por Western blotting. Todas as proteinas

expressas foram majoritariamente sollveis (tabela 6 e figura 8).
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Tabela 6 - ldentificagdo das CDSs selecionadas de M. agalactiae estirpe

PG2
Numero de acesso Sequéncia Proteina Peso Proteina
no GenBank clonada expressa molecular?@ Purificada
WP_011949419.1 Sim Sim 30KDa Sim
WP_011949418.1 Sintese® Sim 42KDa Sim
WP_011949336.1 Sintese Sim 32KDa Sim
WP_011949770.1 Sintese Sim 24KDa Sim

Legenda: 2 Predicdo do peso molecular aproximado considerando a inser¢cdo no
vetor e a sequéncia de poli-histidina obtidas ap6s submissdo no
ProtParam.

b Sintetizados pela GenScript (Piscataway, EUA).
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Figura 8 - Perfil de expresséo e purificacdo das proteinas de membrana
recombinantes de M. agalactiae em gel de poliacrilamida e

reconhecimento das proteinas por anticorpo pelo Western blotting
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Legenda: Perfil proteico de M. agalactiae expresso por E. coli BL21 (DE3)
evidenciado por eletroforese em gel de poliacrilamida 12% corado com
comassie Blue e (WB) Western blotting das quatro proteinas expressas.
A - WP_011949419.1 (30 KDa); B - WP_011949418.1 (P40) (42 KDa); C
- WP_011949336.1 (32 KDa); D - WP_011949770.1 (24 KDa). WB
(Western blotting) reconhecimento de proteinas por anticorpo anti-
histidina (6x-His Epitope Tag, Invitrogen™). Coluna 1: Peso molecular
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Novex® Sharp Protein Standard; Coluna 2: Extrato celular total de E. coli
BL21 (DE3) ndo induzidas com IPTG; Coluna 3: Expressao das proteinas
recombinantes apds inducdo overnight com IPTG; Coluna 4: Fragéo
solivel do extrato bacteriano total ap6s inducdo. Coluna 5: Fracdo
insollvel do extrato bacteriano apés inducdo. Evidenciam-se as quatro
proteinas expressas predominantemente na fase soluvel, indicadas pelas
setas.

4.4 Purificacao proteica

Todas as quatro proteinas recombinantes foram expressas e purificadas em
concentracfes variadas (100 — 200 pg/L de cultura). Dentre as proteinas expressas,
a proteina WP_011949419.1 foi o peptideo que possuiu menor pureza na

purificagéo, como demonstrado na figura 9.

Figura 9 - Proteinas recombinantes purificadas.
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Legenda: Perfil de pureza das quatro proteinas em eletroforese em gel de
poliacrilamida 12% corado com Comassie Blue. Coluna 1: Peso
molecular  Novex®  Sharp Protein  Standard; Coluna 2:
WP_011949419.1 (30 KDa); Coluna 3: WP_011949418.1 (P40) (42
KDa); Coluna 4: WP_011949336.1 (32 KDa); Coluna 5:
WP_011949770.1 (24 KDa).
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4.5 Andlise da antigenicidade das proteinas recombinantes

4.5.1. Selecéo de amostras reativas a P40

Resultados do ELISA para a proteina P40 recombinante e os soros de
animais (n = 36) nao purificados contra antigenos de E. coli sdo apresentados na
figura 10. O background dessa reacao apresentou D.O. média de 0,051. Com base
nesses resultados foram selecionados as amostras com as cinco maiores D.O. (>
0,700) para a formacdo do pool (descritos no apéndice A) a ser utilizado nas

analises posteriores.

Figura 10 - Avaliacao da reatividade dos soros de animais reativos a
P40 recombinante
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Legenda: Densidade 6ptica (492 nm) da imunorreatividade entre o soro de caprinos
ndo purificados com antigenos de E. coli (n = 36) e a proteina
recombinante P40 (200 ng/ pog¢o) de M. agalactiae.

4.5.2 Western blotting

Resultados do Western blotting utilizando o pool de soro purificado estédo

apresentados na figura 10. Todas as proteinas foram reconhecidas por anticorpos
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deste pool (figura 10). Este soro também foi capaz de reconhecer em Western
blotting o extrato proteico de M. agalactiae apds sonicacao (ndo mostrado).

Figura 10 - Reconhecimento das proteinas recombinantes com o pool de
soro de caprinos

(KDa) 1 2 3 a

40 S

30

Legenda: Western blotting demonstrando o reconhecimento das proteinas
recombinantes com o0 pool de soros de caprinos naturalmente
infectados. Coluna 1. WP_011949419.1 (30 KDa); Coluna 2:
WP_011949418.1 (P40) (42 KDa); Coluna 3: WP_011949336.1 (32
KDa); Coluna 4: WP_011949770.1 (24 KDa).

4.5.2 ELISA Indireto

A figura 11 apresenta as D.O. obtidas nos ELISAs de todas as proteinas
recombinantes avaliadas e do extrato de M. agalactiae com as oito amostras de
soros de caprinos purificados com os antigenos de E. coli. E possivel observar uma
menor D.O. da proteina WP_011949419.1 quando comparada ao extrato de M.
agalactiae e ao controle de background para a reacdo (p < 0,05). Observa-se
também uma diferenca estatisticamente significante (p < 0,05) ao comparar as
outras proteinas recombinantes e o extrato de M. agalactiae ao controle de
background para a reacgao (p < 0,05), resultado semelhante ao observado com o

pool de soro utilizado no Western blotting.
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Figura 11 - Avaliacdo da reatividade dos soros de animais reativos a
proteina recombinante P40 e extrato total de M. agalactiae
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Legenda: Densidade Optica (492 nm) da imunorreatividade entre os soros de
caprinos purificados com antigenos de E. coli (h= 8) e as proteinas
recombinantes (200 ng/ pogo) de M. agalactiae e ao extrato total
sonicado de M. agalactiae (1 pg/ pogo). Controle de background (reacao
sem 0 antigeno ou sem 0 anticorpo primario). *p< 0,05 em comparacao
ao controle de background; #p < 0,05 comparacéo entre a reatividade do
M. agalactiae e a proteina recombinante WP_011949419.1 com 0S SOros
dos animais.
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5 DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo evidenciam a identificagdo de proteinas
antigénicas de M. agalactiae a partir da analise in silico e in vitro de proteinas
localizadas na superficie deste micro-organismo. Para que fosse possivel selecionar
candidatos de proteinas possivelmente antigénicas, foi realizado uma andlise in
silico do proteoma do M. agalactiae. Observou-se que, dentre as CDSs preditas do
genoma de M. agalactiae, 23% s&o proteinas transmembranas ou proteinas
secretadas ou proteinas ligadas covalentemente a membrana de acordo com o
PSORTb. Resultado semelhante foi encontrado ao avaliar o proteoma da fase
lipossoluvel de M. agalactiae, o qual identificou o total de 194 proteinas localizadas
na membrana ou associadas a ela, correspondendo a 26% de todos os genes de M.
agalactiae PG2 (CACCIOTTO, 2010). Convém ressaltar que bactérias da classe
Mollicutes ndo possuem parede celular, e dessa forma, algoritmos de andlises de
proteinas de membrana de bactérias tipicas como o SignalP verséo 4.1 (PETERSEN
et al., 2011) e o TMHMM versao 2.0 (KROGH et al., 2001) ndo sdo recomendados
(NASCIMENTO et al., 2014). Desta maneira, os resultados do software PSORTDb
versao 3.0.2 (NAKAI, HORTON, 1999; YU et al., 2010) sdo os mais consistentes.
PSORTb é a unica ferramenta que proporciona a escolha do output para bactéria
gram-negativa sem a membrana externa, tornando-se mais confiavel nas predi¢cées
para as espécies de micoplasmas (NASCIMENTO et al., 2014). Além disso, o
PSORTDb € o software mais utilizado para prever a localizacdo de uma proteina em
procariotos (GARDY; BRINKMAN, 2006; MOVAHEDI; HAMPSON, 2008; MUDADU;
CARVALHO; LECLERCQ, 2015; TALUKDAR et al., 2014). Proteinas de superficie
ou secretadas ou lipoproteinas sdo candidatas para o desenvolvimento de vacinas
ou como alvos em estudos que objetivam o desenvolvimento de novas ferramentas
de diagnéstico, pois seus antigenos microbianos sdo mais facilmente acessiveis
para 0s anticorpos e componentes do sistema imune. Especificamente para M.
agalactiae, proteinas de superficie recombinantes podem ser uma alternativa a
vacinas de primeira geracao para prevencao da AC, uma vez que estas promovem
apenas a resposta imune humoral de curta duracdo (CHESSA et al., 2009)

Dessa forma, as 156 CDSs transmembranas, secretadas ou indiretamente

ligadas a membrana selecionadas foram entdo avaliadas pelo web-software IEDB
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Analysis Resource e CBTOPE para predi¢do de epitopos lineares e conformacionais
de células B, respectivamente. Epitopos, regibes de um antigeno que se ligam a
receptores de membrana em linfécitos especificos ao antigeno ou anticorpos
secretados, podem ser classificados em continuos e descontinuos (CHAUDHURI et
al., 2014). O epitopo linear/ continuo é caracterizado pelo segmento de residuos
consecutivos na sequéncia primaria, enquanto um epitopo descontinuo/
conformacional € um grupo de residuos que estdo distantes na sequéncia primaria,
mas como resultado do enovelamento do polipeptideo, possuem proximidade
espacial. A maior parte dos epitopos (~ 90 %) sdo conformacionais (ANSARI;
RAGHAVA, 2010). Neste estudo, os software mencionados permitiram avaliar, a
partir de propriedades fisico-quimicas, estruturas com aminoacidos internos e
externos a proteina com a presenca de dominios ricos em aminoacidos hidrofébicos
e a presenca de epitopos lineares e conformacionais em todas as proteinas
selecionadas. A utilizacdo desses algoritmos permitiu que 20 possiveis CDSs

fossem selecionadas, dentre os 156, para serem expressos, sendo que 4
foram finalmente escolhidos para andlises antigénicas in vitro. No entanto, a
identificacdo de epitopos usando bioinformatica possui limitagdes e outros estudos
Sa0 necessarios para comprovar os meéetodos de predicdo (ASSIS et al., 2014). A
identificacdo de epitopos de células B € importante para aplicacbes de
imunodeteccdo e imunoterapia, pois um epitopo constitui a unidade minima imune
suficiente para promover a resposta imune humoral (ANSARI; RAGHAVA, 2010;
SUN et al.,, 2013). Micoplasmas geralmente provocam uma infeccdo crénica e
inducéo de anticorpos, provavelmente devido a presenca de lipoproteinas, as quais
sao fortemente imunogénicas nos seus hospedeiros naturais. Essas moléculas séo
responsaveis por induzir uma resposta imune humoral precoce e duradoura,
caracteristicas que as tornam importantes alvos de estudos (CHOPRA-
DEWASTHALY et al., 2008; FLEURY et al., 2002; ROSATI et al., 2000; TOLA et al.,
2001).

As proteinas P40 (WP_011949418.1), WP_011949419.1, WP_011949336.1 e
WP_011949770.1 foram selecionadas para este estudo. Devido a diferengas nos
algoritmos disponiveis, sete diferentes software de predi¢cdo foram utilizados para
identificar dominios transmembranares e presenca de peptideo sinal neste estudo.

Ao analisar as sequéncias dessas quatro proteinas, foi possivel observar a presenca
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de dominios N-terminal verdadeiros inseridos na membrana, o qual corresponde a
sequéncia de peptideo sinal. Essas proteinas foram preditas como proteinas
indiretamente ligadas a membrana pelo PSORTb. Porém, convém ressaltar que
enquanto alguns dos sete software utilizados sugerem dominios transmembranares,
a maioria dos programas predizem a sequéncia de peptideo sinal. Desta forma,
esses dominios transmembranares identificados por esses programas nas quatro
proteinas analisadas provavelmente correspondem as sequéncias de peptideo sinal
localizada nos primeiros 20 - 30 aminoacidos. Acredita-se que toda a outra por¢cao
das proteinas esteja em contato com o meio extracelular.

As proteinas WP_011949419.1 e WP_011949770.1 estdo anotadas no
GenBank como proteinas hipotéticas mas as analises realizadas demonstram que
estas sdo provavelmente lipoproteinas, assim como a WP_011949336.1, as quais
estdo indiretamente ligadas a membrana. A proteina WP_011949419.1 néo
demonstrou homologia com outra proteina bacteriana. Ao contrario, a proteina
WP_011949336.1 demonstrou homologia com uma proteina hipotética de M. bovis
além da lipoproteina P48. Entretanto, tem-se evidenciado que a lipoproteina P48 de
M. bovis néo revelou reatividade com soros de animais infectados em condi¢des
desnaturantes por Western blotting, mas revelou reatividade com a P48
recombinante em ELISA, sugerindo que, nesse caso, epitopos conformacionais
possuem maior relevancia (ROBINO et al., 2005). Estes resultados sdo contrarios
ao que foi obtido no presente estudo com a proteina WP_011949336.1
recombinante, a qual foi reconhecida mesmo em condi¢cdes desnaturantes. A
proteina WP_011949770.1 também demonstrou homologia com uma proteina
hipotética de M. bovis (WP_013456028.1). M. bovis e M. agalactiae possuem
caracteristicas fenotipicas e genotipicas estreitamente relacionadas, compartilhando
diversos antigenos e epitopos. Desta maneira, a reatividade cruzada entre os dois
micoplasmas € esperado, embora sejam geralmente hospedeiro-especifico
(ROBINO et al., 2005). Em geral, por serem moléculas acessiveis e presentes
principalmente em M. agalactiae constituem-se em possiveis alvos para
imunodetecc¢ao e prevencao deste micro-organismo.

Apos determinagéo do perfil proteico para avaliar a expressao e solubilidade
das proteinas clonadas neste estudo, observou-se que estas, foram detectadas

principalmente na fracdo solavel. Na eletroforese vertical e Western blotting (anti-
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histidina) foi possivel confirmar a inducdo da expressdao das proteinas
recombinantes. Ao contrario dos resultados deste estudo, a proteina P40
recombinante expressa foi recuperada a partir de corpos de inclusdo com a adicao
do agente caotropico cloridrato de guanidina 6 M a fragdo insoluvel por Fleury et al.,
(2002). Baixas temperaturas de expressdo, como a utilizada nesse estudo (18 °C),
permitem que proteinas sejam expressas em menores quantidades ao longo do
tempo, auxiliando na formacdo das estruturas secundarias e terciarias adequadas
(PEREIRA, 2009). Dessa forma, as proteinas foram expressas em enovelamento
possivelmente correto.

Este € o primeiro relato das proteinas WP_011949419.1; WP_011949336.1 e
WP_011949770.1 de M. agalactiae descritas como possivelmente antigénicas.
Todas as proteinas recombinantes foram avaliadas quanto a antigenicidade por
Western blotting e ELISA. Como demonstrado, todas as proteinas recombinantes
foram reconhecidas pelo pool de soros purificados de caprinos naturalmente
infectados. Dentre as quatro proteinas, o peptideo WP_011949336.1 foi visualmente
mais reativo, corroborando com o ELISA. Estes resultados indicam que as quatro
proteinas sao expressas ao longo da infeccdo em caprinos e capazes de induzir a
producdo de anticorpos durante a infeccdo natural. Além disso, os resultados da
metodologia do Western blotting permitem inferir que a reconhecimento dos
peptideos estudados ndo sdo dependentes da estrutura conformacional. Ainda
assim, comparar os resultados obtidos com soro de animais com auséncia de
anticorpos contra M. agalactiae é relevante, entretanto, animais assintométicos, a
transmissao sexual (ALVES et al.,, 2013; AMORES et al.,, 2011) e a transmissao
vertical desse micro-organismo através de colostro e leite contaminados (PATERNA
et al.,, 2013) consistem de empecilhos para a obtencdo de soros de animais que
nunca tiveram contato com esse micoplasma.

Dentre as proteinas avaliadas nesse estudo, a proteina P40
(WP_011949418.1) foi a Unica identificada como parte de uma familia de genes
paralogos (comoposta por WP_011949418.1 e WP_011949417.1). O fato das outras
trés proteinas serem coOpias Unicas no genoma do M. agalcatiae diminui a
possibilidade de variacdo antigénica, fazendo com que essas proteinas sirvam de
fortes candidatos ao desenvolvimento de testes diagnosticos e vacinas. Porém,

mesmo que a P40 esteja possivelmente envolvida em um evento de duplicagao
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génica, essa proteina também parece ndo estar envolvida em eventos de variacao
de fase de alta frequéncia, uma vez que andlises da sequéncia de DNA néao
identificaram que o gene p40 esteja relacionado a esse mecanismo (NOUVEL et al.,
2009). Sistemas de variacdo de fase proporcionam a micoplasmas uma superficie
celular versatil, com o intuito de compensar a falta de sistemas de regulacéo,
permitindo a modulacdo da interacdo entre patégeno e hospedeiro (GLEW et al.,
2000). A P40 foi descrita por estar envolvida com a adesdo de M. agalactiae a
células da membrana sinovial de ovelhas. Ainda, P40 possui possivelmente um
motivo rico em leucina, semelhantemente & adesina P50 em M. hominis, além da
composicdo de aminoacidos similares sugeriu-se que estas teriam funcdo analoga
(FLEURY et al., 2002). No mesmo estudo, Fleury et al., (2002) comprovaram, que a
P40 de M. agalactiae esta localizada na superficie desse patégeno e expressa na
maioria dos sorotipos desse micro-organismo (exceto sorotipo C). Os mecanismos
da auséncia de expressdo dessa proteina em algumas estirpes ainda ndo estéo
definidos, entretanto, sabe-se que todos o0s sorotipos possuem o gene p40. Além
disso, apods infeccdo experimental em ovelhas por M. agalactiae PG2 foi indicado
qgue P40 é fortemente imunogénica induzindo anticorpos que persistem pelo menos
por trés meses apos a infeccao.

Tem-se demonstrado que proteinas de membranas de micoplasmas e
proteinas associadas, possuem funcdo relevante na aderéncia, no transporte de
nutrientes, na interacdo enzimatica com o hospedeiro e na inducdo ou evasao da
resposta imune (BROWNING et al., 2011). Em M. agalactiae, poucos antigenos de
membrana tinham sido identificados como imunogénicos até entdo. Em anélises por
imunoblotting ao utilizar soro de caprinos e ovelhas naturalmente infectados tem-se
destacado algumas proteinas imunodominantes com peso molecular entre 25 e 90
KDa (SANTONA et al., 2002; SOLSONA; LAMBERT; POUMARAT, 1996; TOLA et
al., 1996, 1997). Dentre as moléculas descritas na literatura inclui-se a lipoproteina
P30, a qual possui baixa similaridade com proteinas de membrana de M. bovis. Essa
proteina possui imunogenicidade e induz resposta humoral persistente pelo menos
por dois meses poés-infeccdo. Apesar de todos os sorotipos de M. agalactiae
possuirem o gene p30, esse peptideo ndo é expresso nos sorotipo E ao H, os quais
sdo mais raramente isolados. P48 consiste de outra proteina de membrana de M.

agalactiae capaz de ser reconhecida por anticorpos de animais infectados no inicio
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da infeccdo e com motivos e aminoacidos com similaridade as lipoproteinas de M.
fermentans (CHESSA et al.,, 2009; LYSNYANSKY; YOGEV; LEVISOHN, 2008;
ROSATI et al., 1999). A lipoproteina MAG_5040, homdloga a nuclease estafilococica
dependente de magnésio, tem sido caracterizada como uma proteina antigénica
com atividade de nuclease potencialmente envolvida na patogenicidade de M.
agalactiae, capaz de induzir anticorpos em cabras e ovelhas por até nove meses
apos a infeccdo (CACCIOTTO et al., 2013). Entretanto, apesar da descricdo de
imunogenicidade dessas proteinas, métodos terapéuticos e de prevencdo para o
controle da AC contra infecgbes por M. agalactiae sdo ainda necessarios. Além
disso, a diversidade fenotipica das moléculas de superficie deste organismo
(BERGONIER et al.,, 1996) dificulta a busca de epitopos comuns em todas as
estirpes. Mais estudos devem ser realizados para que se confirme a expressao das
proteinas WP_011949419.1; WP_011949336.1 e WP_011949770.1 nos diferentes
sorotipos de M. agalactiae, assim como nas diferentes fases da infeccao.

Os fatores envolvendo a viruléncia e interacdo do M. agalactiae com o
hospedeiro sdo pouco conhecidos. Apesar de proteinas envolvidas na adeséo e
lipoproteinas moduladoras da resposta imune tenham sido descritas, (CACCIOTTO
et al., 2013; FLEURY et al., 2002; ROTTEM, 2003), poucas proteinas de membrana
foram identificadas como antigénicas (CACCIOTTO et al.,, 2013, FLEURY et al.,
2002, ROSATI et al., 2000, TOLA et al., 2001). Com a disponibilidade da sequéncia
gendmica desse micro-organismo (SIRAND-PUGNET et al., 2007; TARDY et al.,
2012) e ferramentas de bioinformatica para identificacdo de proteinas de membrana
e antigenos, a procura global por imundgenos de M. agalactiae tornou-se possivel. A
exemplo de outros micoplasmas (ABDO; NICOLET; FREY, 2000; GUIMARAES et
al., 2014; HOELZLE et al.,, 2007; LI et al., 2010; MESSICK; SANTOS, 2011;
VARSHNEY et al., 2008), espera-se que o método de bioinformatica empregado
neste estudo possa identificar alvos relevantes para controle do M. agalactiae.

Dessa forma, neste estudo foram obtidas quatro proteinas transmembranas
de M. agalactiae, trés delas ainda ndo avaliadas em outros estudos, com
caracteristicas antigénicas e com epitopos acessiveis, mesmo em condi¢cdes
desnaturantes, as quais foram imunorreativas ao soro de animais naturalmente
infectados. Esta condicdo tornam as proteinas obtidas potenciais alvos para

imunoterapia e desenvolvimento de imunodiagnosticos. Uma vacina recombinante
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de M. agalactiae para prevencao da AC teria diversas vantagens, como a produgéo
de antigenos em grande quantidade, estabilidade no armazenamento e transporte e
com menos efeitos secundarios indesejaveis. Contudo, a extensao destes estudos,
devem avaliar melhor a funcédo dessas proteinas na patogénese de M. agalactiae e
se essas moléculas promovem uma resposta imune humoral longa e protetora para

o0 desenvolvimento de vacinas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

e Foram identificadas e selecionadas quatro proteinas de membrana de M.

agalactiae possivelmente antigénicas através de analises de bioinformatica;

e As quatro sequéncias proteicas selecionadas foram expressas em E. coli como

hospedeiro heterélogo e purificadas;

e Todas as proteinas recombinantes purificadas foram reconhecidas aos soros de

caprinos naturalmente infectados pelo M. agalactiae.

e Os resultados auxiliam a identificacdo de alvos para vacinas de subunidades e
testes imunoldgicos para Agalaxia contagiosa em animais infectados pelo M.

agalactiae.
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APENDICE A - Caracterizac&o dos soros de caprinos provenientes de propriedades da regido sudoeste do estado

da Bahia
(continua)
Animal Propriedade Sexo  Sintomatologia Deteccdo de Mollicutes Média da densidade Optica entre os
clinica por PCR soros de caprinos e a proteina
recombinantes P40
1 A Fa Artrite NR® 0,753
2 A MP Artrite NR 0,655
A F Rigidez nos NR 0,297
membros
4 A M Artrite NR 0,501
5 A F Artrite NR 0,355
6 A F Artrite NR 0,351
7 A F Artrite NR 0,448
8 A M Edema articular NR 0,399
9 B F CMTY positivo Positivo 0,697
10 B F CMT positivo Positivo 0,525
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(continua)
Animal Propriedade Sexo  Sintomatologia Deteccdo de Mollicutes Média da densidade Optica entre os
clinica por PCR soros de caprinos e a proteina
recombinantes P40
11 B F CMT positivo Positivo 0,389
12 B F CMT positivo Positivo 0,263
13 B F CMT positivo Positivo 0,490
14 C F CMT positivo Negativo 0,739
15 C F Ausente Negativo 0,476
16 C F Conjuntiva genital  Negativo 0,495
Hiperémica e
CMT positivo
17 C F CMT positivo Negativo 0,648
18 C F CMT positivo Positivo 1,036
19 C F Ausente Positivo 0,468
20 D F Conjuntiva ocular ~ Negativo 0,637
hiperémica e
edema articular
21 D F Conjuntiva genital ~ Positivo 0,404
Hiperémica e
edema articular
22 D NI€ Ausente Positivo 0,477
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(continua)
Animal Propriedade Sexo  Sintomatologia Deteccdo de Mollicutes Média da densidade Optica entre os
clinica por PCR soros de caprinos e a proteina
recombinantes P40
23 D M Conjuntiva ocular  Negativo 0,421
Hiperémica
24 E M Ausente Negativo 0,388
25 E NI Ausente Positivo 0,613
26 F NI CMT positivo Positivo 0,747
27 F NI Conjuntiva ocular e Positivo 0,297
genital hiperémica
e CMT positivo
28 F NI Conjuntiva ocular e Positivo 0,367
genital hiperémica
e CMT positivos
29 NI CMT positivos Positivo 0,342
30 NI Auséncia de sinais Positivo 0,516
clinicos
31 G NI Conjuntiva ocular Positivo 0,546
Hiperémica e
CMT positivo
32 H NI Conjuntiva ocular ~ Negativo 0,695
palida,

glandula mamaria
hiperémica e
CMT positivo
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(concluséo)

Animal Propriedade Sexo  Sintomatologia

Deteccao de Mollicutes

Média da densidade 6ptica entre os

Clinica por PCR soros de caprinos e a proteina
recombinantes P40
33 H NI Auséncia de sinais Negativo 0,640
clinicos
34 H NI Conjuntiva ocular ~ Positivo 0,290
palida
35 I NI CMT positivo Positivo 0,815
36 J NI CMT positivo NR 0,388

Notas: @F: Animal fémea;

b M: Animal macho;

¢ NR: positividade confirmada apenas pela clinica;
dCMT: Califérnia mastite test

©NI: Nao informado
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APENDICE B - Alinhamento entre os ort6logos da proteina WP_011949418.1 (P40)

agalactiae|WP _011949418.
agalactiae|WP _011949417.

bovis|WP _013954686.1
bovis|WP 041309154.1

agalactiae|WP _011949418.
agalactiae|WP 011949417.

bovis|WP _013954686.1
bovis|WP_041309154.1

agalactiae|WP 011949418.
agalactiae|WP 011949417.

bovis|WP_013954686.1
bovis|WP_041309154.1

agalactiae|WP 011949418.
agalactiae|WP 011949417.

bovis|WP_013954686.1
bovis|WP_041309154.1

agalactiae|WP 011949418.
agalactiae|WP 011949417.

bovis|WP_013954686.1
bovis|WP_041309154.1

agalactiae|WpP _011949418.
agalactiae|WP _011949417.

bovis|WP 013954686.1
bovis|WP 041309154.1

MKTNRKILFGLLTASSFTAVPLLAAKCDDKNENSQKNPODNGDKVEKQALGEVVKNTNLG

MKMNRKILVGLLATSSFTTVPLLAAKCGGT -———=————-——————— QELNEVIKTLNLG
MKMNRKILFSTSATSSVATVPLLAAKCGNT -———=———————————— QGLDKVIKTLNLG
—————————————— SSVATVPLLAAKCGNT-—-—=--=-=-—-—----QGLDKVIKTLNLG

**.::******** . *x ok :*:*. * Kk k
EIVLPKDKE--IPEASSILESLVKTN----ATVDTSELEVSNILKNGATVSAKKESKKYS

EIKIYEDQKIEVPTAEIILSALTKVNDSEKVKVDVTQLEVKE IKANQAIVEAKKDSKTYK
EINVYEDLKLDTPGEKHILNALAKANDTKEVKIDLSQLEAKDIKSTGAVIEAKKDSKLYS
EINVYEDLKLDTPGEKHILNALAKANDTKEVKIDLSQLEAKDIKSTGAVIEAKKDSKLYS

* k. ok . * Kk ok Kk 0k ek e e kK . % * o kkk e kk X

GSINVTEFTIKKSDDVVAKKDLSKVNKDNFKFLTNEVEGSDLLEALKTDLELPNLKLDDEQ

GQVIVTYTLAKAK----RVDLATVKKENITGISNFTSDKEMANILKKELKLPNLSEKDET

GRIQVTFTSKKVK----RVDISTVKKENLSGISNYTGVKEMATILRKELSLPNLSEKDIT

GRIQVTFTSKKVK----RVDISTVKKENLSGISNYTGVKEMATILRKELSLPNLSEKDIT
Sk kK ok K * .

* . * Kk ok * . X o o X ok o Kk o o ok o .. * o

FTVDKLATADKEGKLVIEAKPTSKLITGTVILDIPRLVVKPTEENHNIADAKKLLDETLK

ISLESQATNDKEGKLVIKSAAFSKLIYGTLELVVPKLAIAENS-—————— NKKLVEESIA

ITLDSAATNDKEGKLIVISNPDSENIFGKLEIVLPKLAPLGN--—-————— NVKLVSEYIT

ITLDSAATNDKEGKLIVISNPDSENIFGKLEIVLPKLAPLGN---—-—--—-— NVKLVSEYIT
XK KKKKKK ¢+ Ko K K+ s skek A R

NLSILESKMDSNIKNIEKWEANTS-DGGVFTEEAKKIKDTSSQVKAKFKEAKTKVEMLIK
KFKKEAEKTVANLKNIEKWEAIDESKKEEFNKKVEKIKETIANKLKDKYTKTYEKLEKAIK
KFKAQAKKMEDNLRNITKWEASEESKKQEFENLATKIKEVATKLKDKYTKTVEKLEQATIK

KFKAQAKKMEDNLRNITKWEASEESKKQEFENLATKIKEVATKLKDKYTKTVEKLEQAIK
L x Keekk Kkkok L. X e KKk e ek ke e Xk k%

Cobertura (%)/
Identidade (%)

(100/40)
(100/36)
(96/36)

DKTKLSDEEIKSANKIINDFIAYYFTEVKSKDTGKIIYDGENTMRDIKKIAKLKNGNQEKDSLIEF
DKSDVDDNAENELNTEISLVTVTYNSTVKLKVNEK-ETDYTKVMEELKKLGKLKNGAKEADILIDF
GKNDIDNDEEFNKLNVDISLVSVAYDSAVKPKVNGKVTTDYTKIMKDLKKVAKPKDGSKEAEISIDF
GKNDIDNDEEFNKLNVDISLVSVAYDSAVKPKVNGKVTTDYTKIMKDLKKVAKPKDGSKEAEISIDF

* . . .. * * * . kK Kk * * . k. ** * * . * .k

* . *
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APENDICE C - Alinhamento entre os ort6logos da proteina WP_011949336.1.

agalactiae|WP _011949336.

bovis|WP _013456318.1
bovis|AMW25490.1 (P48)

agalactiae|WP _011949336.

bovis|WP_013456318.1
bovis|AMW25490.1 (P48)

agalactiae|WP _011949336.

bovis|WP_013456318.1
bovis|AMW25490.1 (P48)

agalactiae|WP _011949336.

bovis|WP _013456318.1
bovis|AMW25490.1 (P48)

agalactiae|WP 011949336.

bovis|WP _013456318.1
bovis|AMW25490.1 (P48)

Cobertura (%)/

Identidade (%)
MNKVNKKFLTAMGGGIITSLALPIVAASCDNKAKNEQPKN-—-—- NIDDLPNDDSNNNNV
MNKVNKKFLTVMGGGIITSLALPIVAAKCNNKNQKETGKENKNKNIVDTIPSDNTHSANN 98/33
MNKVNRKFLTAMGGGIITSLALPIVAALCNNKNQKETGKENKNKNIADTIPSDNTHSANN 99/30

hhkhkhkhkoekhkhk (kA hkhkhkrkhkhkhAhkhkhkrkhk *eoek*x o o% * . * ek ke e *

DNNKDS———-—---- TSAS---I--SMNESG---AKSETVENSNSHTTRNVSNKDMKDTKI
SSSESDKSKNADNSNSNSNSNVNNSANNSSSESDKSKNADNSNSNSNSNVNNNADNHNST
SSSESDKSKNADNSNSNSNSNV---—-—--—-—-—-—-—-——-——————————————— NNSPDNHNSI

*x ok . * . *

KSDTENTERSSSDNKNNMQIHKYG-—-——=-=-=-—-—————-—-————————————— LKIINEKVE
KSDTENTERSSSDNKSDNVKTNHPNDRA-ADPKNGNQESSNLIAPVLEKEYFKILN-HVH

*

APSRITNESNTVSEFSSENPEFKKYLTETY-—-——-— TEFWNELKAFVIAVSKSKDQELLRKY
DSVKITT--—--—-———- IDSELKDFILKVE------ EFYNELTPLVIKL-KSKDIDTKRKH
DAIQILK--KTHGNNPKTRELDEILSSIYQPKKLEKTLDYLTSLMVEI-AKKDYGEFNSH

.-k * o . . . * Y . * % .

QKHFELWKIIDQIIQSVTLNPNGKDSLQEQFKDSETRDHLHNLNKSYED-TIRSEVNDFVKKLNKK
NDIFKFWKEFGKIIDSKSL-—-—--- LNEIFKKEDEKAALLEYNKEYESKTRSKVLELIKQI---
GEDFNRWHTNNVN-——————————— - - o m e DLDW--—-—- KVRN-QLNVITSILDK

* o Kk e . * . .
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agalactiae|WP_011949770.

bovis|WP_013456028.1

agalactiae|WP_011949770.

bovis|WP 013456028.1

agalactiae|WP_011949770.

bovis|WP 013456028.1

agalactiae|WP_011949770.

bovis|WP 013456028.1

APENDICE D - Alinhamento entre ort6logos da proteina WP_011949770.1

MKSKFLMTLPVLFTFPIVSASCTDINONNSTAENKKPDSNEKIKVDNATTNNANSNENKN
MKSKFLMTLPALISLPIISATCTNVNONNSASETKKPNANNKSONDKIIVHNGSTNEDDN

**********_*:::**:**:**::*****::*_***::*:* . *: __*__:**:_*

———————————— DGR-==-=-==-=-——=SKTEQPSKDQAETYSTSNVNKQKEEMLKKLKEELP

KINNDQSKPGONNGTNTNNNNTPMPNENATPSPNSNKDDSNSQDNEQNKOMLTKLEKELT
] N xoL o KoK Kok pkk Rk Rk

KLKEKKVELEKTIEETKPTEEQLKKAWQDIENKANTSPSEYDESKLKEAYEKWLTVYDKL
DLRAKKAELEKTVNENSDKVKQLEDEYQKIEKELVEKNSOQDLNTKLMEKYNEYEALYSKV

ke khk KAk KhkKAk o ok e« kK o ek kK e e * . e e kk A K e e e ek K.

TNAKNELEILTKSKMIEQTEQATEKLETKLKAK
TOAKNDLEIINKDMLIENLEKQVTELKNKIKT-

kK ekhkkoekkk o K ek ko ko . ek o ke ke

Cobertura (%)/
Identidade (%)

99/37
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