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This study aimed to evaluate the efficacy of two inactivated vaccines against contagious
agalactia containing adjuvant oily and watery. For this, 73 goats were divided in two expe-
riments. In the experiment [ was verified the vaccine safety and 15 goats were divided into
three experimental groups of five animals each. A1 and B1 groups were immunized with
vaccine containing either aluminum or oil, respectively, and group C was the control group
without immunization. In the experiment II, the immune response against the vaccines
was evaluated by immunization of 58 goats that were divided in to two groups: group A2,
28 animals were immunized with the aluminum based vaccine; and group B2, 30 animals
were immunized with the oil based vaccine. In the experiment II, the animals received a
third dose on 180 day after the second dose. Antibody levels were determined by indirect
ELISA from ssamples collected on vaccination days and on 30 day after the second dose
(ExperimentI) and on 30 day after the third dose (Experiment II). The animals from B1 and
B2 groups (oil based vaccine) demonstrated higher antibody levels (P<0.05) than A1 and
A2 (aluminum based vaccine) in both experiments.
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RESUMO.- Este trabalho teve como objetivo avaliar a efici-
éncia de duas vacinas inativadas contra agalaxia contagio-
sa contendo adjuvante oleoso e aquoso. Para tanto, foram
utilizados 73 caprinos, agrupados em dois experimentos.
No experimento I, para avaliar a inocuidade das vacinas,
foram utilizados 15 caprinos, subdivididos em trés grupos
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de cinco animais cada, sendo que o grupo A1 foi imunizado
com a vacina aquosa, o grupo B1 com a vacina oleosa e o
grupo C ndo imunizado, foi o controle. No experimento II,
para avaliar a resposta imune foram utilizados 58 caprinos,
subdivididos em dois grupos, sendo o grupo A2, com 28
animais imunizados com a vacina aquosa e o grupo B2, com
30 animais imunizados com a vacina oleosa. Os animais do
experimento Il receberam uma terceira dose, 180 dias apds
a segunda dose vacinal. Os niveis de anticorpos foram de-
terminados por ELISA indireto, realizado no dia de cada
vacinacdo e 30 dias apos a segunda dose (experimento I)
e 30 dias apos a terceira dose vacinal (experimento II). Os
animais do grupo B1 e B2 (vacina oleosa) apresentaram
niveis de anticorpos estatisticamente superiores (P<0,05)
quando comparados aos dos grupos Al e A2 (vacina aquo-
sa) nos dois experimentos.

TERMOS DE INDEXACAO: Mycoplasma agalactiae, agalaxia conta-
giosa, imunologia, adjuvante, anticorpos, vacina, caprinos.



562 Maria Dalva B. Alcantara et al.

INTRODUCAO

Mycoplasma agalactiae é o principal agente etiolégico da
agalaxia contagiosa (AC), doenca infecciosa de pequenos
ruminantes, caracterizada por mastite, agalaxia, artrite e
conjuntivite. A doenga é endémica em paises do Mediter-
raneo e causa perdas econdmicas acentuadas devido a re-
ducdo na producdo de leite, aumento da mortalidade em
animais jovens e reducdo da vida produtiva dos animais
infectados (Madanat et al. 2001, Gil et al. 2003). Varias
estratégias de prevencdo tém sido empregadas para mini-
mizar os impactos da doenga, incluindo antibioticoterapia,
abate ou sacrificio dos animais acometidos (Bergonier et al.
1997). 0 uso de bioterapico produzido a partir de M. aga-
lactiae em caprinos clinicamente enfermos resultou no de-
saparecimento dos sinais clinicos, alem de ter sido de baixo
custo para o produtor, com a vantagem de nao produzir re-
siduos de drogas no leite (Marinho 2008).

Na Europa, as primeiras vacinas inativadas empregadas
para controle da enfermidade datam da década de 1970
(Foggie etal. 1971). Vacinas vivas atenuadas foram também
utilizadas, mas levantaram varias preocupacdes relaciona-
das com a inocuidade e eficacia, e ndo sao permitidas em
muitos paises. Nos ultimos anos, estudos foram realizados
para desenvolver vacinas seguras e eficazes contra M. aga-
lactiae (Leon-Vizcaino et al. 1995, Buonavoglia et al. 1998,
Tola et al. 1999, Greco et al. 2002, De La Fe et al. 2007).
As vacinas inativadas normalmente sdo combinadas com
6leos minerais ou hidréxido de aluminio como adjuvantes
para aumentar sua eficiéncia, influenciados pelos mecanis-
mos de acdo, vias de administracdo e imunidade requeri-
da para cada tipo de vacina (Mota et al. 2006). Adjuvante
oleoso induz uma resposta de anticorpos mais duradoura
que o hidroxido de aluminio (Buonavoglia et al. 1998), mas
produz reacgoes locais que podem ser confundidas com abs-
cessos ou provocar danos a musculatura, levando a perdas
nas linhas de inspecao de carcagas.

No Brasil, a agalaxia contagiosa por M. agalactiae foi re-
gistrada em 2001 no Estado da Paraiba (Nascimento et al.
2002), e até o momento, parece estar restrita aos rebanhos
do Nordeste. Por outro lado, ndo ha vacinas disponiveis no
mercado e ndo had nenhuma legislacdo especifica quanto ao
seu uso. Com este estudo objetivou-se avaliar a indu¢do de
anticorpos utilizando duas vacinas inativadas de origem
européia, adsorvidas com adjuvante aquoso e oleoso para a
prevencdo da agalaxia contagiosa em caprinos.

MATERIAL E METODOS

Vacinas

As vacinas foram fornecidas pelo Istituto Zooprofilatico Spe-
rimentale Della Puglia e Della Basilicata, Itdlia, para uso experi-
mental em animais de areas com diagndstico da doenca. A vacina
aquosa continha hidréxido de aluminio como adjuvante, enquan-
to a oleosa continha 6leo mineral.

Animais

Cabritos nascidos em areas com diagndstico positivo de aga-
laxia contagiosa foram utilizados para o experimento. Para garan-
tir que as matrizes nio tivessem contato com as crias, o parto foi
induzido com a administracdo de 75mg de cloprostenol aos 145
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dias de gestacdo. Os cabritos foram separados imediatamente da
mde e encaminhados para uma area distante quatro km do foco.
Os recém-nascidos receberam colostro artificial produzido com
leite de vaca pasteurizado, procedimento ja adotado rotineira-
mente na Estacdo Experimental de Pendéncia da Empresa Esta-
dual de Pesquisa Agropecudria - EMEPA. Os animais foram acom-
panhados diariamente para observacgio de alteracoes inerentes a
agalaxia contagiosa.

Teste de esterilidade, inocuidade e eficiéncia das vacinas

A esterilidade foi verificada pela semeadura de 30ul de cada
vacina em placas de petri contendo meio Hayflick modificado,
agar sangue e agar sabouraund e incubadas por 21 dias a 37°C.

Para o teste de inocuidade (Experimento I) foram utilizados
15 cabritos com 3-4 meses de idade. Os animais foram manti-
dos no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Campina
Grande (UFCG), em area separada onde ndo havia histérico da en-
fermidade, e subdivididos da seguinte forma:

Grupo A1l (vacina aquosa): cinco animais receberam duas do-
ses de 2mL da vacina aquosa com 14 dias de intervalo;

Grupo B1 (vacina oleosa): cinco animais receberam duas do-
ses de 1mL da vacina oleosa com 21 dias de intervalo;

Grupo C1 (controle): cinco animais que receberam duas doses
de 2 ml de solugao salina fisioldgica a 0,9%.

Amostras de sangue foram coletadas no dia das vacinagdes e
30 dias apds a segunda dose.

Para o teste de eficiéncia (Experimento II) foram utilizados
58 caprinos, machos e fémeas, com 3-4 meses de idade, mantidos
em regime semi-intensivo, em drea separada de uma propriedade
com historico da enfermidade, subdivididos da seguinte forma:

Grupo A2 (vacina aquosa): Vinte e oito animais receberam
trés doses da vacina aquosa, sendo as duas primeiras com 14 dias
de intervalo e um reforgo aos 180 dias;

Grupo B2 (vacina oleosa): Trinta animais receberam trés do-
ses da vacina oleosa, sendo as duas primeiras com 21 dias de in-
tervalo e um refor¢o aos 180 dias;

Todos os animas foram vacinados na regido axilar e as amos-
tras de sangue foram coletadas no dia de cada vacinagdo e 30 dias
apos a dose de reforgo.

Exame clinico

Diariamente, todos os animais foram examinados para verifi-
cacdo dos parametros fisiolégicos (temperatura retal, frequéncia
cardiaca, frequéncia respiratéria) e observagdo de qualquer alte-
racdo clinica sugestivo de agalaxia contagiosa.

Sorologia

Os niveis de anticorpos anti-M. agalactiae foram determina-
dos pelo método ELISA indireto, conforme descrito por Campos
etal. (2009). O ponto de corte adotado foi de 0,080 de densidade
optica (DO), calculado considerando a média dos percentuais de
soros obtidos de 20 caprinos comprovadamente negativos mais
trés desvios-padrdo, multiplicado por 2. Os soros foram colhidos
de seis cabritos recém-nascidos, obtidos por parto induzido com
separagdo imediata da cabra e alimentagdo com colostro artificial;
de dois caprinos adultos do arquipélago de Fernando de Noronha,
area sem registro da doenca e de 12 caprinos adultos, de um reba-
nho monitorado e sem sinais clinicos da enfermidade, nem cresci-
mento no cultivo de micoplasmas.

Estatistica

Para a andlise estatistica foi utilizado o Modelo Linear Geral
(General Linear Model - GLM) do SAS (2002), com efeitos inte-
rativos avaliados entre tratamentos (vacina aquosa ou oleosa) e
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intervalo das coletas, com comparag¢des multiplas pelo teste de
Tukey e nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Ndo houve crescimento bacteriano e de fungos nas placas
semeadas com as vacinas. Os animais vacinados nio apre-
sentaram alteracoes sistémicas e os padrdes fisiologicos
(temperatura corporal, frequéncia cardiaca e respiratoéria)
mantiveram-se dentro da normalidade para a espécie du-
rante todo periodo experimental. A vacina oleosa produziu
noédulos que variaram de 0,5 a 1,5cm de didametro no local
da administracdo, mas que desapareceram por volta de 30
dias ap6s as vacinagdes.

A média dos titulos de anticorpos contra Mycoplasma
agalactiae nos grupos vacinados estao demonstrados nas
Figuras 1 e 2. Os titulos de anticorpos antes da vacinagdo
estavam abaixo do ponto de corte em todos os grupos. Na
segunda e terceira doses, a vacina oleosa (B1 e B2) induziu
niveis significativamente mais elevados de anticorpos, de-
monstrando ser mais eficaz que a vacina aquosa (P<0,05).
Nao houve diferenca estatistica entre o grupo Al (vacina
aquosa) e o grupo C1 (controle). Os animais do grupo B2
apresentaram reducdo dos titulos ap6s seis meses do refor-
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Fig.1. Média dos titulos de anticorpos contra Mycoplasma agalac-
tiae dos caprinos do experimento I imunizados com vacina
aquosa, oleosa e o grupo controle, de acordo com o periodo
da vacinacgdo (TO = dia da primeira dose, T1 = dia da segunda
dose, T2 = 30 dias apds a segunda dose).
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Fig.2. Média dos titulos de anticorpos contra Mycoplasma agalac-
tiae dos caprinos do experimento II imunizados com vacina
aquosa e oleosa, de acordo com o periodo de vacinagdo (TO
= dia da primeira dose, T1 =dia da segunda dose, T2= dia da
terceira dose, T3 = 30 dias apo6s a terceira dose).
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¢o vacinal, mas recuperaram rapidamente os titulos apés a
terceira dose (Fig.2).

DISCUSSAQ

Os titulos e persisténcia de anticorpos contra Mycoplas-
ma agalactiae induzidos por vacina com adjuvante ole-
0so comprovaram a maior eficiéncia dessa formulagao,
quando comparada ao hidréxido de aluminio. Resultados
semelhantes foram relatados por Greco et al. (2002) ao
avaliarem a eficacia de uma vacina inativada com emulsdo
de 6leo contra M. agalactiae em ovinos. Os autores obser-
varam que oS animais nao apresentaram quaisquer sinais
clinicos da doenca, apds o desafio.

De La Fe et al. (2006) em estudo realizado com cordeiros
e cabritos utilizando vacinas combinadas de M. agalactiae e
M. mycoides subsp. mycoides LC, observaram que os cabritos
apresentaram niveis de anticorpos mais elevados que os cor-
deiros para ambos os antigenos. Vacinas inativadas prepa-
radas com Montanide ISA-563, Marcol-52 e Montane-80, na
proporgdo de 30, 63 e 7%, respectivamente, foram capazes de
induzir protegdo clinica aos animais desafiados com M. aga-
lactiae (Buonavoglia et al. 2008). Em outro estudo, o0 mesmo
grupo de pesquisadores relatou que uma vacina contendo trés
adjuvantes oleosos foi capaz de induzir imunidade por até oito
meses apos a segunda dose vacinal (Buonavoglia et al. 2010).

A qualidade dos adjuvantes empregados nas formula-
¢oes das vacinas para caprinos é uma questdo que merece
atencdo, visto que a formacdo e permanéncia de nédulos
vacinais podem interferir na aceitacio do procedimento
por parte dos criadores e no diagnéstico de doencgas que
apresentam abscessos subcutaneos como é o caso da infec-
¢do por Corynebacterium pseudotuberculosis. No segundo
caso, pode-se evitar esse incoveniente pela administra¢do
da vacina na regido axilar, como adotado no presente tra-
balho. Vale ressaltar que a formag¢ido do nédulo vacinal é
um evento desejavel, visto que a reacdo inflamatoéria local
retém o antigeno no sitio de inoculagcdo, permitindo um
maior afluxo de células apresentadoras de antigenos, esti-
mulando o organismo a produzir a resposta imune por pe-
riodos mais prolongados (Buonavoglia et al. 2008).

A reducdo dos titulos ap6s a segunda dose, mesmo com
avacina oleosa, sugere que o intervalo entre as repeti¢coes a
ser adotado devem ser definido para as condi¢des do Brasil.

O presente trabalho é o primeiro relato de vacinagao
contra agalaxia contagiosa no Brasil e pelos resultados
apresentados, sugere-se que esta tecnologia deve ser ado-
tada, a partir de vacinas produzidas com amostras de M.
agalactiae isoladas em rebanhos nacionais na perspectiva
de evitar a dependéncia de produtos importados.

CONCLUSAO
A vacina contra Mycoplasma agalactiae produzida com ad-
juvante oleoso induziu niveis de anticorpos em caprinos
mais elevados e mais duradouros que a vacina produzida
com adjuvante aquoso.
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