Pesq. Vet. Bras. 14(2/3): 75-78, abr. /set. 1994

DIFERENCAS ANTIGENICAS DE CLONES DE Moraxella bovis'

RENATA COSTA SCHRAMM? e FRUTUOSO LUIZ DE ARAUJO?

ABSTRACT .- Schramm R.C. & Aratjo FL. 1994. [Antigenic differences of clones of Moraxella
bovis.] Diferencas antigénicas de clones de Moraxella bovis. Pesquisa Veterindria Brasileira 14(2/
3):75-78. Departamento de Veterinaria Preventiva, UFPel, 96100-000 Pelotas, Rio Grande do Sul,
Brazil.

Some antigenic differences of clones of Moraxella bovis recovered from a 6 months old bullock
with infectious keratoconjunctivitis were studied through different techniques. The clones were
classified biochemically by standard procedures. Seven polyclonal sera were produced in rabbits
and tested against 12 clones by double immunodiffusion. Six monoclonal antibodies produced
against M. bovis GF9 were used to quantify titles contained in five clones through the hemagglutination
inhibition technique. Six clones were used in an ELISA with the panel of monoclonal antibodies.
Immunodiffusion detected that only one clone was different from the others, while hemagglutination
showed that the five clones studied were different. ELISA showed no clear cut differences among
the clones. It can be concluded that the M. bovis population present in the animal studied is
antigenically heterogeneous and that the hemagglutination inhibition technique may detect these

differences.

INDEX TERMS: Antigenicity, clones, Moraxella bovis.

SINOPSE.- Foram estudadas diferencas antigénicas de clones de
Moraxella bovis recuperados de um terneiro com 6 meses de
idade, acometido pela primeira vez de ceratoconjuntivite in-
fecciosa bovina. Sete soros policlonais produzidos em coelhos
foram testados contra 12 clones por imunodifusao dupla. Seis
anticorpos monoclonais produzidos a partir da amostra GF9 de
M. bovis foram usados para verificar titulos de cinco clones atra-
vés da técnica da inibi¢ao da hemoaglutinacao. O teste ELISA foi
utilizado para detectar reagdes de seis clones. Através da
imunodifusao verificou-se que apenas um clone foi diferente dos
outros. Contudo, pela técnica de inibi¢ao da hemoaglutinagio
observou-se que os cinco clones estudados eram diferentes. O
teste ELISA nao demonstrou diferengas claras entre os clones.
Pode-se concluir que a populagio de M. bovis presente no globo
ocular do animal estudado é antigenicamente heterogénea.

TERMOS DE INDEXACAO: Antigenicidade, clones, Moraxella bo-
vis.

‘ INTRODUGAO

Considerando a existéncia de diferengas antigénicas entre
distintas cepas de Moraxella bovis sugerida por Baptista
(1979), Pugh et al. (1976) e Pugh et al. (1978) e, em conse-
qiiéncia o inconstante comportamento das vacinas na
imuniza¢ido dos bovinos, hi a necessidade de se salientar
esse fato quando se pretende o controle imunitirio da
ceratoconjuntivite infecciosa.
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Pugh et al. (1971) sugeriram a utilizacio do teste de
imunodifusio radial para estudos sorolégicos de
ceratoconjuntivite infecciosa bovina e para identificagio e
andlise antigénica de M. bovis. Essa técnica, usando soros
adsorvidos e nio adsorvidos € considerada suficientemente
sensivel para o estudo de rela¢des antigénicas entre cepas
de uma bactéria, sendo capaz de detectar concentracdes
de antigenos de até 1pl/ml (Crowle 1973). Gil Turnes &
Aratjo (1982) utilizaram a técnica de imunodifusio dupla
para estudar as caracteristicas antigénicas de 12 amostras
de M. bovis com soros monoespecificos, comprovando a
existéncia de diferencas antigénicas dentro dessa espécie.
Albuquerque (1982) estudou 28 amostras de M. bovis iso-
ladas de olhos de 4 bovinos com ceratoconjuntivite infec-
ciosa de um rebanho amostrado mensalmente durante 5
meses, comprovando, através da técnica de imunodifusio
dupla, a existéncia de variagdes nos sorotipos da bactéria
prevalente e em amostras recuperadas de um mesmo ani-
mal em diferentes coletas e isolou mais de um sorotipo de
M. bovis de animais acometidos da enfermidade no mes-
mo rebanho.

Lepper & Hermans (1986) utilizaram o teste ELISA para
caracterizar e quantificar antigenos de fimbrias de cepas
de M. bovis separando-as em seis sorogrupos. Uma cepa
dos Estados Unidos mostrou-se homéloga a uma cepa
australiana, sugerindo a existéncia de determinantes
antigénicos comuns.

A capacidade de aglutinar hemicias de galinha foi de-
tectada em cepas muito fimbriadas de M. bovis. Amostras
pouco fimbriadas também aglutinaram eritrécitos, mas com
titulos consideravelmente menores. Cepas nio fimbriadas
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nio hemaglutinaram. Antisoro produzido em coelhos ini-
biu a adesio de cepa fimbriada, sendo maior a inibi¢io de
amostra homdloga do que heter6loga, também com fim-
brias (Annuar & Wilcox 1985).

As diferencas de protegio por vacinas frente a agres-
sdo por cepas homdlogas e heterdlogas e a existéncia de
variagdes nos sorotipos de M. bovis de animais doentes
num surto ou em diferentes regides permitem formular a.
hipétese de que existem variagbes antigénicas entre isola-
mentos de M. bovis no globo ocular de um bovino. Este
estudo teve com objetivo avaliar as caracteristicas
antigénicas de isolamentos de M. bovis coletados de um
animal.

MATERIAL E METODOS

Coleta e isolamento

Moraxella bovis foi obtida de um animal com 6 meses
de idade, raca Hereford, acometido pela primeira vez de
ceratoconjuntivite infecciosa bovina e com quadro clinico
inicial da doenca, em fase de lacrimejamento abundante e
congestio vascular. Coletou-se amostra diretamente do
globo ocular, sob a terceira pilpebra, com cotonete esté-
ril, sendo imediatamente semeada em meio de igar san-
gue desfibrinado de ovino a 8%, distribuido em placa de
Petri. A placa, no laboratério, foi incubada a 37°C por 24
horas. Ap6s o crescimento bacteriano selecionaram-se co-
16nias translicidas e hemoliticas, que foram clonadas,
semeadas em agar sangue desfibrinado de ovino a 8%. As
placas, devidamente identificadas, foram incubadas a 37°C
durante 24 horas. Posteriormente os isolamentos foram
submetidos a provas bioquimicas para identificacio e
liofilizados para manutencio.

Os clones de M. bovis, identificados com R1, R2, R3,
R4, R5, R6 e R7 eram diplococos Gram negativos,
autoaglutinantes em salina, positivos para oxidase e
catalase, nio produtores de indol e 4cido sulfidrico, imé-
veis, nio redutores de nitrato a nitrito, nio oxidadores de
glicose, maltose, galactose, lactose e sacarose, negativos
para citrato, sem crescimento em agar MacConkey.

Hiperimunizagdo de coelbos

Para a producio de antigenos suspenderam-se culturas
de 24 horas a 37°C dos isolamentos R1, R2, R3, R4, R5, R6
€ R7 em 2 ml de solugio de NaCl 0,15M (salina), com al¢a
de platina, em condi¢bes de assepsia, até atingir turbidez
equivalente ao tubo n° 3 na escala de MacFarland. Adicio-
nou-se 0,03 ml de solugio de formaldeido (AradGjo 1980).
Os antigenos foram inoculados por via endovenosa em
coelhos (Aragjo 1980). Ap6s uma semana da tltima
inoculagio fez-se sangria total, sendo o sangue colhido
em tubos de ensaio estéreis. Os soros hiperimunes, iden-
tificados como 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7, correspondem, respecti-
vamente, aos clones que lhes deram origem (R1, R2, R3,
R4, R5, R6 e R7), sendo fracionados em frascos estéreis e
congelados a 20°C abaixo de zero.

Imunodifusdo dupla
O meijo utilizado para imunodifusio dupla foi agar
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Noble 1%°, Na , HPO, 0,06%°, H,0 q.s.p. 100ml, mertiolato
0,01%°*, pH 7,6. A prova de imunodifusio dupla foi basea-
da nos trabalhos de Ouchterlony (1948) modificada por
Pugh et al. (1971). Produziram-se antigenos para o teste
de imunodifusio. De acordo com Pugh et al. (1971) cultu-
ras puras de M. bovis foram semeadas em trés placas de
agar sangue desfibrinado de ovino a 8%, incubando-se
por 24 horas a 37°C. As culturas das trés placas foram
suspensas em 1 ml de 4gua destilada estéril, sendo imedi-
atamente congeladas a 25°C abaixo de zero e descongeladas
rapidamente, repetindo-se o congelamento e des-
congelamento por trés vezes sucessivas. Centrifugou-se
por 15 minutos a 1.000 rpm e adicionou-se mertiolato a
0,01% ao sobrenadante. Os antigenos foram conservados
em refrigeracio a 4°C. Consideraram-se positivas as rea-
¢oes de precipitagio que formaram bandas nitidas entre
os orificios que continham antigenos e soros homdélogos
e heterélogos.

Ensaio imunoenzimadtico

Em experimentos de fusio celular Barbosa (1989) esta-
beleceu seis linhagens de hibridomas produtores de
anticorpos monoclonais contra antigenos de superficie de
M. bovis cepa GF9. Esses anticorpos monoclonais foram
identificados através do teste ELISA como 47D, 410D, 35F,
36E, 311B e 52E e testados com os clones R1, R2, R3, R4,
R5 e R7 pelo teste ELISA.

As células de M. bovis foram suspensas em tampao car-
bonato (0,1 M, pH 9,5) em concentracio equivalente ao
tubo n° 3 na escala de MacFarland. A seguir adicionaram-
se 50ul da suspensio as cavidades das microplacas e dei-
xou-se durante a noite a 4°C. Na manha seguinte lavou-se
a placa trés vezes com PBS contendo 0,05% de Tween 20
(PBST) e adicionou-se 0,15 ml de PBS contendo 1% de
albumina bovina. Apés 30 minutos a solu¢iao bloqueadora
foi retirada, adicionando-se 50pl dos anticorpos
monoclonais diluidos 1:50 em PBST e deixou-se reagir por
4 horas a temperatura ambiente. Soros de camundongos
normais e imunizados com M. bovis diluidos 1:50 em PBST
foram usados como controles negativo e positivo, res-
pectivamente. Posteriormente lavou-se a placa 3 vezes com
PBST, adicionando-se 50pl de conjugado composto de
anticorpos de coelho anti-imunoglobulinas de camundongo
ligado a peroxidase, deixando-se reagir por 3 horas a tem-
peratura ambiente. A presenca de anticorpos foi revelada
pela adi¢do de substrato para enzima. '

Inibigdo da bemoaglutinagdo

Prepararam-se dilui¢cdes base dois, em salina, dos so-
ros produzidos em coelhos e de seis anticorpos
monoclonais (Barbosa 1989). A 50ul de cada diluic¢io adi-
cionou-se 1 UHA (uma unidade hemoaglutinante) do
antigeno em estudo. As microplacas foram incubadas a
37°C por 30 minutos e, entdo, acrescentaram-se 50ul de

iDifco Laboratories Inc., Detroit, Michigan, USA.
SMerck, Darmstadt, Alemanha.
*Lilly & Co., Indianapolis, USA.
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suspensio de hemicias a 1%. A leitura foi feita apés 90
minutos a 4°C.

RESULTADOS

Imunodifusdo dupla. A técnica de imunodifusio dupla
utilizando os isolamentos de Moraxella bovis frente aos
soros permitiu comprovar uma ou mais bandas de precipi-
tacdo. O clone R2 nio reagiu com o soro 6.

Teste ELISA. Os anticorpos monoclonais reagiram com
todos os clones de M. bovis testados, revelando um certo

Quadro 1. Reatividade dos anticorpos monoclonais com
isolamentos de Moraxella bovis em um teste ELISA

Anticorpo Antigeno

monoclonal
R1 R2 R3 R4 R5 R7

47 D ++4+2 4+ 4+ 4+ttt
410 D + + + + ++ ++
35 F +++ +++ 0 4+ +++ +++
36 E +++ et bt +++ ++ ++
311 B 4+ e+ +++ ++ ++
52 E bt At ot A

2+++ Reagio forte, ++ reagao média, + reagio fraca.

grau de homogeneidade antigénica entre as amostras tes-
tadas (Quadro 1). O anticorpo monoclonal 410D reagiu
fracamente com os clones, indicando uma diferenca
sorolégica.

Inibi¢do da bemoaglutinagdo. Observaram-se variacdes
de titulos inibidores da hemoaglutinagio entre os antigenos
testados (Quadro 2). O anticorpo monoclonal 47D inibiu
a hemoaglutinac¢io pelo clone R4. O anticorpo monoclonal
36E inibiu a hemoaglutinac¢io pelo clone R3. Nenhum
anticorpo monoclonal inibiu a hemoaglutinacio pelo clone
R2. Todos anticorpos monoclonais foram capazes de ini-
bir a hemoaglutinacio pelos isolamentos R1 e R7. Os
anticorpos monoclonais utilizados na técnica de ELISA sio
os mesmos usados na HI.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Bacterinas de Moraxella bovis contendo antigenos en-
zimiticos e fimbriais protegeram bovinos contra cerato-
conjuntivite infecciosa quando desafiados experimental-
mente com culturas homélogas e heterélogas (Reyes 1987,
Gerber et al. 1988). Entretanto, hi fatores limitantes ao

Quadro 2. Titulo de inibigdo da bemoaglutinagdo

Anticorpo « Antigeno
monoclonal

GF9 R1 R2 R3 R4 R7

47 D 16 8 0 0 4 32
410 D 16 8 0 0 0 32
35 F 2 8 0 0 0 16
36 E 2 -8 0 4 0 32
311 B 8 - 64 0 0 0 8
52 E 4 4 0 0 0 8

sucesso da imunoprofilaxia, ocorrendo diferengas de pro-
tecdo por vacinas frente a agressio por cepas homdlogas
e heter6logas (Pugh et al. 1978).

Nossos resultados, empregando a técnica de imuno-
difusio dupla, demonstraram que soros homélogos e
heterélogos testados com antigenos produziram uma ban-
da de precipitacio comum a maioria dos isolamentos,
destacando-se o antigeno R2, que frente ao soro 6 nio
produziu banda, sugerindo uma diferenca antigénica. Es-
ses resultados concordam com os trabalhos de Gil Turnes
& Araijo (1982), Albuquerque (1982) e Saldanha (1983),
que utilizaram a adsor¢io de soros e detectaram he-
terogeneidade antigénica de amostras de M. bovis. Con-
clui-se que em isolamentos de um globo ocular e em iso-
lamentos de diferentes bovinos detectam-se diferencas
antigénicas.

A utilizagido do teste ELISA para avaliar diferencgas en-
tre clones de M. bovis isolados do globo ocular bovino
revelou um certo grau de homogeneidade entre as amos-
tras testadas. Barbosa (1989) observou resultados seme-
lhantes comparando os mesmos anticorpos monoclonais
em um teste ELISA com isolamentos de M. bovis de uma
regido do estado do Rio Grande do Sul, mas notou que a
composi¢ao antigénica das cepas dos Estados Unidos era
diferente das cepas de outras regides, confirmando resul-
tados obtidos com anticorpos monoclonais com cepas iso-
ladas no Uruguai (Cobo et al. 1984), Austrilia (Lepper &
Hermans 1986) e Gri-Bretanha (Moore & Rutter 1987).

Anticorpos monoclonais tém sido usados para a carac-
terizagdo sorolégica de microrganismos em substitui¢io
aos soros policlonais convencionais (Waltman et al. 1988).
Dos clones de M. bovis estudados com anticorpos
monoclonais foi possivel observar que dois possuiam a
mesma constituicdo antigénica, pois reagiram com todos
os anticorpos. Dois isolamentos apresentaram um antigeno
em comum e o clone R2 nio reagiu com os anticorpos
monoclonais testados. Esses dados demonstraram que a
populacio de M. bovis presente no globo ocular de um
animal pode ser antigenicamente heterogénea.

Os resultados do presente estudo confirmam a hipéte-
se testada, detectando-se diferencas antigénicas entre clones
de M. bovis. Salienta-se que as técnicas de hemoaglutinacio
e ELISA quando se usam anticorpos monoclonais mostra-
ram-se eficazes e de grande valia para demonstrar as dife-
rengas entre clones isolados do globo ocular do bovino.
Esses dados devem ser levados em considera¢io quanto a
utilizacio das técnicas e especialmente na evidéncia
sugerida pelos resultados, os quais mostram que bovinos
infectados pela primeira vez podem apresentar clones dis-
tintos, dificultando a imunoprofilaxia a ceratoconjuntivite
infecciosa bovina.
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