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1.0 INTRODUCAO®

1.1 TAXONOMIA

Anaplasma marginale ¢ uma bactéria classificada na ordem Rickettsiales, que
foi recentemente reorganizada em duas familias, Anaplasmataceae e Rickettsiaceae,
baseada na analise genética de 16S rRNA, groELS e genes que codificam para proteinas
de superficie (Dumler et al. 2001). A familia Anaplasmataceae ¢ composta por quatro
géneros de organismos intracelulares obrigatorios, com diferentes graus de
similaridades, que se replicam exclusivamente em vactolos formados pela invaginacao
da membrana da célula hospedeira: Anaplasma com 96,1%, Ehrlichia com 97,7%,
Wolbachia com 95,6% e Neorickettsia com 94,9% (Dumler et al. 2001). O género
Anaplasma inclui atualmente trés patogenos, A. marginale, A. centrale e A. ovis e foram
incluidos recentemente a este género A. bovis, classificado anteriormente como
Ehrlichia bovis, A. platys (E. platys), A. phagocytophilum (classificada anteriormente
em trés espécies, E. phagocytophilum, E. equi ¢ o agente da erliquiose granulocitica
humana — HGE) e Aegyptianella (Dumler et al. 2001). O organismos pertencentes ao
género Anaplasma sdo gram-negativos, pequenos, geralmente pleomorficos, cocodides a
elipsoidais, sdo encontrados em vacuolos citoplasmaticos, isoladamente ou formando
inclusdes compactas (morulas), estdo presentes em células hematopoiéticas maturas ou
imaturas como neutrofilos e eritrdcitos no sangue periférico e em tecidos como o bago,
figado e medula dssea de hospedeiros mamiferos e apresentam geralmente duas formas
de células grandes reticuladas e células pequenas com protoplasma condensado (Popov

et al. 1998).

1.2 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

Anaplasma marginale ¢ uma bactéria intraeritrocitica de bovinos e outros

ruminantes, distribuida por todas as regides tropicais e subtropicais do mundo, incluindo

América do Sul e do Norte, Africa, Caribe, Russia e Europa, com taxas de prevaléncia

* Referéncias seguem as normas da revista “Pesquisa Veterinaria Brasileira”



de infecc¢do nas regides tropicais variando entre 50 a 90% (Eriks et al. 1993, Kocan et
al. 2000).

A anaplasmose ¢ particularmente importante nas regides de instabilidade
enzodtica, nas quais ha uma grande percentagem de animais susceptiveis a infec¢do por
A. marginale. Nesta situacdo, a maioria dos animais ndo se infecta nos primeiros meses
de vida, quando sdo menos susceptiveis a essa infeccdo. Em areas de estabilidade
enzodtica, populacdes de animais que sdo introduzidos provenientes de areas livres de
carrapato ou de rebanhos sob controle intensivo de carrapatos e bezerros na faixa etaria
de 30 a 120 dias com baixa imunidade apresentam maior risco de anaplasmose

(Madruga et al. 1985).

1.3 TRANSMISSAO

A transmissao de 4. marginale pode ser bioldgica, mecadnica ou
transplacentaria. A transmissao biologica ¢ realizada pelos carrapatos. Mais de 20
espécies de ixodideos com capacidade de transmitir a riquétsia para bovinos ja foram
descritos (Ewing 1981). Anaplasma marginale ¢ transmitida pelo carrapato
Dermacentor sp. em regides temperadas como na América do Norte e por Boophilus sp.
e outros géneros nas outras regides geograficas (Kocan et al. 1992, Ribeiro ¢ Lima
1996). Sabe-se que os carrapatos sdao capazes de transmitir patégenos de forma
transovariana, transestadial e intraestadial, porém a transmissdo transovariana de A.
marginale ndo tem sido confirmada (Stich et al. 1989, Ribeiro e Lima 1996, Kocan et
al. 2000, Ruiz et al. 2005). Isto indica que a riquétsia apresenta niveis distintos de
adaptagdo ao carrapato que pode ou ndo atuar como seu vetor bioldogico em condigdes
naturais (Ruiz et al. 2005).

Existe uma correlagdo positiva entre o nivel médio de riquetsemia em bovinos
infectados e a taxa de infeccdo dos carrapatos apos repasto, sendo que a taxa de infecgao
dos carrapatos adultos corresponde a 80% e dos carrapatos adultos expostos quando
ninfas a 50%, sugerindo que a transmissdo intraestadial de 4. marginale ¢ mais eficiente
que a transmissdo transestadial (Eriks et al. 1993). A transmissdo intraestadial pelos
carrapatos machos ¢ o mecanismo mais importante, porque eles podem se infectar

durante um curto periodo de repasto em bovinos com infeccdo cronica e podem
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transmitir a riquétsia durante repetidos repastos para varios bovinos susceptiveis (Kocan
et al. 2000).

Os carrapatos que se infectam por meio de repasto sangiiineo nos bovinos com
infeccdo cronica, sdo capazes de transmitir 4. marginale para outros bovinos
susceptiveis, inclusive bezerros, mesmo com nivel de riquetsemia menor que 10°
eritrocitos infectados por mL de sangue (Eriks et al. 1993). No Brasil o carrapato
Boophilus microplus € o inico vetor biologico conhecido de A. marginale, confirmado
pela observacao de formacgao de colonias nas células epiteliais do intestino do carrapato
por microscopia eletronica (Ribeiro e Lima 1996).

A transmissdo mecanica realizada por dipteros hematéfagos dos géneros
Tabanus e Stomoxys (Ewing 1981, Foil 1989) ¢ diretamente dependente do nivel de
riquetsemia durante o repasto, por isso esta transmissdo s6 € possivel durante a fase de
infeccdo aguda dos bovinos. Apesar da transmissdo mecéanica ser menos eficiente do
que a transmissao bioldgica pelos carrapatos, este mecanismo ¢ importante do ponto de
vista epidemiolodgico, pois representa uma das principais maneiras de disseminagdo de
A. marginale em regides das Américas e Africa, onde nio ocorrem seus vetores
biologicos (Ewing 1981), principalmente, devido as condig¢des climaticas favoraveis,
encontradas nestas regides, para o desenvolvimento destes dipteros hematofagos (Ruiz
et al. 2005). A transmissao mecanica também pode ser efetuada por meio de fomites
contaminados com sangue, como agulhas, instrumentos de descorna, de tatuagem, de
colocagdo de brincos ¢ de castra¢ao (Kocan et al. 2003).

A transmissao transplacentdria ocorre geralmente durante o 2° e 3° trimestre de
gestagdo e ¢ importante, especialmente quando a taxa de transmissdo estd
correlacionada com a atividade do vetor ou com a transmissao mecanica (Zaugg 1985,
Potgieter ¢ Van Rensburg 1987). Em alguns casos de transmissdo vertical, foram
detectados bezerros com sinais clinicos de anaplasmose aguda, com riquetsemia
variando de 9,7% a 30%, e casos de aborto (Zaugg 1985). Ja Potgieter e Van Rensburg
(1987) nao observaram sinais clinicos, nem a ocorréncia de abortos, apesar de uma
incidéncia de 15,6% de transmissdo transplacentaria, o que ¢ significativo para a

epidemiologia da doenga.

11



1.4 CICLO EVOLUTIVO

O ciclo de desenvolvimento de A. marginale, em carrapatos machos infectados
quando adultos, ¢ um processo complexo e coordenado com o ciclo de alimentaciao dos
carrapatos. Estes se contaminam com a riquétsia quando ingerem eritrocitos infectados
durante o repasto sangiliineo. O desenvolvimento da riquétsia ocorre nas células
intestinais, que depois infecta outros tecidos do carrapato, como a glandula salivar, a
partir da qual, as riquétsias sdo transmitidas para os vertebrados durante a alimentacao
(Kocan et al. 1992, Eriks et al. 1993, Ge et al. 1996). A riquétsia se desenvolve em
vacuolos ligados a membrana ou colonias, sendo que a primeira forma a ser visualizada
¢ a reticulada (vegetativa), que se divide por fissdo binaria, formando grandes colonias
que podem conter centenas de organismos. Estes entdo mudam para a forma densa, que
¢ a fase infectante e pode sobreviver fora das células do hospedeiro. Os bovinos se
tornam infectados com A. marginale quando as formas densas sao transmitidas durante

a alimentacao dos carrapatos, via glandula salivar (Kocan et al. 2003).

1.5 PATOGENIA

O primeiro estagio da infeccdo aguda por 4. marginale nos bovinos resulta em
um rapido aparecimento de sinais clinicos, caracterizada pela elevagcdo da temperatura,
perda de apetite e diminuicdo na producao de leite (Jatkar e Kreier 1967). O animal
desenvolve severa anemia hemolitica durante o curso da infec¢do, que ¢ o principal
sinal clinico da anaplasmose, resultando em perda de peso, ictericia sem
hemoglobinemia e hemoglobinuria, quando 40% a 50% dos eritrécitos sdo lisados no
processo de fagocitose e casos de aborto e morte também sdo observados (Jatkar e
Kreier 1967, Palmer et al. 1999, Kocan et al. 2000). Os animais que sobrevivem a esta
fase tornam-se portadores cronicos da doenca, caracterizadas por baixas riquetsemias
ciclicas, dificeis de serem detectadas microscopicamente, com ciclo de riquetsemia
ocorrendo com intervalo de aproximadamente cinco semanas, o que pode permanecer
por toda a vida do animal (Kieser et al. 1990, Eriks et al. 1993).

Nos casos de infec¢do aguda, a riquetsemia pode atingir picos maiores que 10°

eritrocitos infectados por mL de sangue, mas apresenta grande variagdo durante o curso
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da infec¢do. Ja nos bovinos com infec¢do persistente, a riquetsemia varia num intervalo
de 10’ a 10° eritrocitos infectados por mL de sangue. Esta variagdo pode refletir uma
multiplicagdo ciclica de variantes de A. marginale nao reconhecida previamente pelo
sistema imunologico do hospedeiro. Desta forma existe uma similaridade temporal no
desenvolvimento da riquetsemia na infeccdo aguda e cronica, sugerindo uma resposta
imune primaria do hospedeiro, que pode controlar ambos os ciclos. Com base neste fato,
os variantes antigénicos surgem durante o parasitismo intracelular e permitem que um
novo ciclo de invasao e multiplicagdo nos eritrocitos se inicie, proporcionando um
mecanismo de persisténcia do parasito, em face a uma resposta imune competente
(Kieser et al. 1990).

Esta persisténcia da infecgdo ¢ fundamental para continuar a transmissdo da
riquétsia e promover um reservatorio para a transferéncia mecanica e biologica de
eritrocitos infectados para bovinos susceptiveis. Desta forma, os bovinos com infecgao
cronica, quando desafiados com A. marginale, desenvolvem uma resposta imunologica
efetiva, diminuindo a ocorréncia de sinais clinicos como a anemia, mas ndo elimina a
riquétsia, o que sugere que esta persisténcia envolve um mecanismo de escape da
resposta imune (Palmer et al. 1999). Os bezerros sdo menos susceptiveis a infec¢ao por
A. marginale, e quando infectados, sdo pouco susceptiveis a doenca clinica,

desenvolvendo infecgdo persistente e imunidade para anaplasmose (Kocan et al. 2003).

1.6 CONTROLE

As estratégias de controle da anaplasmose variam com a localizacdo geografica e
tém sido focadas ndo s6 no controle de infecgdes agudas, mas também na diminuigdo da
populacdo de bovinos cronicamente infectados, por meio da reducao das populacdes de
vetores, utilizando acaricidas e antibidticos ou por vacinacao (Eriks et al. 1993, Kocan
et al. 2000). O controle de artrépodes ndo € pratico em muitas areas e protege apenas
parcialmente contra a transmissdo de A. marginale, uma vez que esta bactéria possui
outras vias de transmissao (Kocan et al. 2000).

A quimioprofilaxia, principalmente com tetraciclina, tem se mostrado eficaz
para controlar o desenvolvimento de riquetsemias elevadas de A. marginale, no entanto
esta eficiéncia depende do momento em que ¢ administrada aos animais. Ela age

inibindo a multiplica¢do do agente, mantendo a riquetsemia em niveis sub-clinicos, sem
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interferir com o estabelecimento do estado de portador (Ribeiro et al. 2003). No entanto,
a utilizacdo de tetraciclinas ¢ dispendiosa e seu uso intensivo pode levar a selecdo de
cepas de 4. marginale resistentes (Kocan et al. 2003).

A vacinacao tem sido uma das formas mais econdmicas ¢ eficientes de controlar
a anaplasmose bovina, utilizando métodos de imunizacdo tradicionais baseado
principalmente em vacinas vivas e mortas de A. marginale ou A. centrale provenientes
de eritrécitos infectados. Ambas as vacinas induzem imunidade protetora, que reduz ou
previne a doenga clinica, porém ndo impede que o bovino permaneca infectado com A.
marginale, servindo como reservatorio da infeccdo para transmissdo mecanica ou
bioldgica (Kocan et al. 2000). Outra limitacdo no uso destas vacinas sdo os efeitos
adversos causados em alguns animais como vacas prenhes e animais adultos, a
possibilidade de veiculacdo de outros agentes patogénicos (no caso da premuni¢do), a
sensibilizacdo de vacas contra grupos sangiiineos e conseqiiente isoeritrélise neonatal
em bezerros (Brizuela et al. 1998, Kessler e Schenk 1998). Atualmente, as pesquisas
para o desenvolvimento de vacinas mais eficazes e seguras tem sido focadas nas
proteinas de membrana dos corpusculos iniciais de A. marginale. Essas proteinas sdo
expostas na superficie da bactéria, sendo facilmente acessiveis ao sistema imunologico
do hospedeiro, e também desempenham importantes fungdes para a sobrevivéncia do
parasito (Arulkanthan et al. 1999), tais como aderéncia e invasdo nos eritrocitos do
hospedeiro (McGarey et al. 1994, Fuente et al. 2001). Os estudos realizados a respeito
da variagdo antigénica destas proteinas e a identificagdo dos principais epitopos
envolvidos na resposta imunoldgica humoral e celular dos bovinos contra 4. marginale,
tém possibilitado o desenvolvimento de métodos de diagndstico eficazes e rapidos que
permitem estabelecer medidas apropriadas de tratamento da anaplasmose, assim como

medidas preventivas de controle (Garfias et al. 2003).

1.7 PROTEINAS PRINCIPAIS DE SUPERFICIE

Seis proteinas principais de superficie (MSPs: MSPla, MSP1b, MSP2, MSP3,
MSP4 e MSP5) foram inicialmente identificadas em A. marginale derivado de
eritrocitos bovinos e também em 4. marginale derivado de tecidos de carrapatos (Barbet
et al. 1987, Oberle et al. 1988, Bowie et al. 2002). MSPla, MSP4 ¢ MSPS5 sao

codificadas por um unico gene e ndo variam antigenicamente durante a multiplicacdo da
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riquétsia (Visser et al. 1992, Bowie et al. 2002, Molad et al. 2004). A conservagao
destas proteinas ¢ importante para definir os epitopos comuns e especificos que podem
ser usados para o desenvolvimento de testes sorodiagnostico e vacinas para
anaplasmose (Barbet et al. 1999, Kano et al. 2002). J4 as proteinas MSP1b, MSP2 ¢
MSP3 sdo codificadas por familias multigénicas e podem variar antigenicamente
durante os ciclos de riquetsemia persistentes (Alleman e Barbet 1996, French et al.
1999, Bowie et al. 2002), inclusive em isolados brasileiros (Kano et al 2002).
Recentemente, novas proteinas de membrana de A. marginale foram descobertas, por
fracionamento protéico (Riding et al. 2003) e por andlise gendmica (Brayton et al.

2005).

1.7.1 Proteina MSP5

A MSP5 ¢ uma proteina de 19 kDa, codificada por uma tnica cépia de gene,
altamente conservada entre diferentes espécies de Anaplasma, como A. marginale, A.
centrale, A. ovis € A. phagocytophilum (Visser et al. 1992, Barbet et al. 1999, Molad et
al. 2004, Brayton et al. 2005, Dreher et al. 2005). Estudos indicam a conservacao de
MSP5 também entre isolados da Africa, Israel, e Américas (Visser et al. 1992, Reyna-
Bello et al. 1998, Molad et al. 2004, Dreher et al. 2005), inclusive nos isolados
brasileiros Zona da Mata, Agreste e Sertdo - Pernambuco e Campo Grande - Mato
Grosso do Sul (Oliveira et al. 2003), Sao Paulo, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Rio
Grande do Sul e Parand (Kano et al. 2002). A identidade de MSP5 entre 4. marginale e
A. centrale foi de 92,9% na seqiiéncia protéica e de 86,8% na seqiliéncia de nucleotideos
(Molad et al. 2004). A similaridade de MSP5 de 4. phagocytophilum, A. marginale e A.
centrale foi 63% a 65% (Dreher et al. 2005). Esta proteina ocorre na forma
monomérica, contendo pontes dissulfeto intramoleculares, e dimérica, apresentando
pontes dissulfeto intermoleculares, na membrana de A. marginale (Vidotto et al. 1994,
Munodzana et al. 1998). A anélise de topologia da proteina sugere que a MSP5 de
Anaplasma sp. contém um dominio citoplasmatico N-terminal pequeno com uma Unica
regido transmembrana de 6 a 24 aminodcidos (Dreher et al. 2005). Consistindo com a
estrutura secundaria e terciaria de MSP5 (Munodzana et al. 1998).

Um epitopo imunodominante de MSPS5 ¢ reconhecido pelo anticorpo

monoclonal ANAF16Cl1, o qual requer regides hidrofilicas amino e carboxi terminais de
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MSPS5, indicando sua natureza conformacional (Visser et al. 1992, Munodzana et al.
1998, Dreher et al. 2005). Além disso um anticorpo policlonal induzido por imunizagao
com MSP5 nativa também reconheceu epitopos conformacionalmente dependentes na
superficie de A. marginale. Isto indica que a ligagdo dos anticorpos a todos os epitopos
imunodominantes de MSP5 s3o conformacionalmente dependentes, principalmente com
relacdo as pontes dissulfeto que mantém a estrutura secundaria e terciaria da proteina
(Munodzana et al. 1998). A conservagdo, a localizagdo na membrana, ¢ a presenca de
MSPS5 em todas as espécies de Anaplasma ja testadas, sugerem que a proteina MSP5 ¢
importante no ciclo de vida de Anaplasma sp. E a presenca de anticorpos para o epitopo
definido pelo anticorpo monoclonal ANAF16C1 em soros de bovinos infectados, indica
que este epitopo ¢ um antigeno potencial para o uso na identificagdo de bovinos

persistentemente infectados (Visser et al. 1992).

1.8 DIAGNOSTICO

Para o diagndstico da anaplasmose bovina vérias técnicas tem sido utilizadas,
dentre elas a microscopia Optica, os ensaios moleculares e os soroldgicos. Os casos de
anaplasmose aguda podem ser diagnosticados pela detec¢do direta do parasito, por
distensdes sangiiineas em microscopia Optica. No entanto, a riquetsemia de animais
cronicamente infectado ¢ geralmente baixa sendo dificeis de serem detectadas

microscopicamente (Palmer 1986).

1.8.1 Ensaios Moleculares

O diagnéstico molecular baseado na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e na
hibridiza¢ao de acidos nucléicos tem se mostrado eficaz na detec¢ao de Anaplasma sp.
em portadores cronicos da doenca e em carrapatos, devido principalmente a sua maior
sensibilidade (Corona et al. 2000). Eriks et al. (1989) desenvolveram uma sonda de
RNA baseada no fragmento de gene que codifica uma proteina de superficie de 4.
marginale denominada 105L, capaz de identificar e quantificar baixos niveis de
riquetsemia em bovinos infectados cronicamente. Esta sonda de RNA apresentou uma

sensibilidade 4.000 vezes maior que a microscopia Optica, identificando parasitemias
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de 0,0025% a 0,000025% e foi capaz de detectar eritrocitos parasitados 12 dias antes
que a microscopia. Resultado semelhante foi encontrado por Corona et al. (2000), que
desenvolveram uma PCR capaz de detectar até 3pg de DNA gendmico de A. marginale,
equivalente a 0,0000037% de parasitemia. Uma nested PCR baseada na seqiiéncia do
gene mspS5 de A. marginale foi desenvolvida por Torioni de Echaide et al. (1998), na
qual obtiveram uma alta sensibilidade e especificidade de 96% e 95% respectivamente,
com capacidade de detectar baixos niveis de riquetsemia em animais persistentemente
infectados. Molad et al. (2006) desenvolveram um ensaio de hibridizagcdo (Reverse line
blot — RLB) baseado no gene 16S rRNA e uma nested PCR com base no gene msplb
que foram capazes de detectar a parasitemia com uma sensibilidade de 50 eritrocitos

infetados por mL de sangue.

1.8.2 Ensaios Sorolégicos

Muitas técnicas soroldgicas para o diagnostico da anaplasmose tém sido
desenvolvidas nas ultimas décadas, como a fixagdo de complemento, aglutinacdo,
imunofluorescéncia ¢ o ensaio de imunoadsor¢ao enzimatica (ELISA) (Palmer et al.
1986). O teste de fixacdo de complemento apresenta uma adequada sensibilidade para
levantamentos sorologicos, semelhante aos resultados obtidos com ELISA indireto
(Thoen et al. 1980, Winkler et al. 1987) porém sua aplicacao tem sido limitada devido
principalmente a sua complexidade (Nielsen et al. 1996).

Dentre estes testes, o ELISA para detec¢do de anticorpos, ¢ um dos mais
utilizados, principalmente porque permite o processamento de vdarias amostras
simultaneamente (Madruga et al. 2000), sao rapidos e menos complexos que o teste de
fixagdo de complemento (Winkler et al. 1987) e pode ser automatizado, evitando
problemas com interpretacdes duvidosas que sdo comuns em teste de
imunofluorescéncia. Os ensaios de imunoadsor¢dao enzimatica ja desenvolvidos tém
utilizado uma variedade de preparacdes de antigenos e sistemas diferentes de deteccao,
em geral considerados mais sensiveis e especificos que os ensaios convencionais para
anticorpo, como o ensaio de imunofluorescéncia indireta e teste de fixacdo de
complemento, especialmente quando detectam anticorpos na fase cronica da doenca

(Nielsen et al. 1996).
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1.8.2.1 Ensaios de Imunoadsorc¢io Enzimatica utilizando Corpusculo Inicial como

Antigeno

Corpusculos iniciais de A. marginale parcialmente purificados de eritrocitos
bovinos infectados tém sido amplamente empregados como antigenos na padronizagdo
de ELISA indireto e utilizados em estudos epidemioldgicos (Aragjo et al. 1998, Souza
et al. 2000, Mas et al. 2000). Thoen et al. (1980) desenvolveram um ELISA indireto,
com proteina “A” de Staphylococcus aureus/peroxidase como conjugado e obtiveram
100% de concordancia com os resultados obtidos no teste de fixa¢do de complemento e
teste de cartdo, porém nao alcancaram alta sensibilidade, com deteccdo maxima de
anticorpos no soro com diluicdo de 1:80. Barry et al. (1986) realizaram um ELISA
indireto mais sensivel, capaz de detectar anticorpos em bovinos portadores por mais de
trés anos, em contraste com o teste de fixacdo de complemento que detectou infec¢ao
por menos de um ano. A eficiente discriminagdo entre 0s soros positivos € negativos
deste estudo foi atribuida ao uso de conjugado anti-espécie (anti-IgG bovina de
coelho/fosfatase alcalina).

Um ELISA indireto com corpusculo inicial lisado com 0,1% de dodecil sulfato
de sodio (SDS) foi desenvolvido por Winkler et al. (1987), que obtiveram uma alta
sensibilidade comparado ao ELISA com antigeno particulado, talvez devido a
acessibilidade adicional dos sitios antigénicos expostos apos a lise com SDS. Este teste
teve 100% de concordancia com os resultados do teste de fixacdo de complemento.
Duzgun et al. (1988) padronizaram um ELISA indireto, no qual utilizaram dois
antigenos, um preparado a partir de sangue de bovino infectado com 80-85% de
parasitemia e outro com sangue de animal de area livre de 4. marginale e o resultado foi
obtido por meio da diferenca entre as densidades Opticas das leituras com os dois
antigenos. Este teste apresentou uma alta sensibilidade e especificidade, e uma menor
taxa de reagcdo cruzada em relacdo aos trabalhos descritos anteriormente, devido
principalmente ao uso dos dois antigenos e de uma pré-adsor¢ao do soro com antigeno
de eritrocito ndo infectado. Montenegro-James et al. (1990) desenvolveram um dot
ELISA que apresentou 92% (isolado Venezuela) e 93% (isolado Estados Unidos) de
concordancia com os resultados obtidos na imunofluorescéncia, indicando uma similar
sensibilidade entre os testes na detec¢do de anticorpos contra 4. marginale. Todavia o

dot ELISA apresentou vantagens devido ao menor consumo de tempo para a execucao
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da técnica e por ser mais objetivo, ndo requerendo também equipamentos de
microscopia fluorescente. Nielsen et al. (1996) padronizaram um ELISA indireto, com
antigeno preparado em pH neutro e com cations divalentes (EDTA), fatores que
resultaram no aumento da estabilidade do antigeno (especificidade de 99,6%) e na

diminuicao de interagdes inespecificas com proteinas do soro.

1.8.2.2 Ensaios de Imunoadsorcio Enzimatica utilizando Proteinas Principais de

Superficie (MSPs) como Antigeno

A principal desvantagem dos testes que utilizam corpusculo inicial de A.
marginale parcialmente purificado de eritrdcitos infectados € a ocorréncia de um maior
nimero de reacdes falso-positivas, devido a presenca de contaminagdo com proteinas de
eritrocitos no antigeno que reagem com anticorpos antieritrocitos presentes no soro, o
que interfere diretamente na especificidade do teste (Duzgun et al. 1988). Neste sentido,
com o intuito de melhorar o diagnostico soroldgico da anaplasmose bovina, as pesquisas
tém sido focadas na identificacdo e caracterizacdo de antigenos de A. marginale pela
clonagem de genes e producdo de proteinas recombinantes em Escherichia coli, que
sejam apropriadas para o uso em testes de diagndstico (Reyna-Bello et al. 1998). Entre
estes antigenos de interesse estao as MSPs, que desempenham importantes funcdes para
a sobrevivéncia do parasito (Arulkanthan et al. 1999), tais como aderéncia e invasao dos
eritrocitos (McGarey et al 1994, Fuente et al 2001) e que por estarem expostas na
superficie da riquétsia, sdo facilmente acessiveis ao sistema imunologico do hospedeiro
(Arulkanthan et al. 1999). As proteinas MSP1, MSP2 e MSP4 tém sido utilizadas para o
diagnostico sorologico da anaplasmose (Trueblood et al. 1991, Araujo et al. 2005), mas
tém sido empregadas principalmente no desenvolvimento de vacinas (Palmer et al.
1994, Barbet 1995). Ja as proteinas MSP3 e MSP5 tem mostrado maior potencial para o
uso em ensaios sorologicos (Alleman e Barbet 1996, Knowles et al. 1996, Barros et al.
2005). Além disso MSP5 induz altos titulos de anticorpos em animais infectados com 4.
marginale € A. ovis (Visser et al. 1992, Ndung'u et al. 1995, Torioni de Echaide et al.
1998).

Devido as caracteristicas de conservacao do epitopo de MSPS5 reconhecido pelo
anticorpo monoclonal ANAF16C1, entre diferentes espécies e isolados de Anaplasma

sp., o mesmo foi utilizado para o desenvolvimento de um ELISA competitivo, capaz de
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detectar anticorpos contra A. marginale e A. ovis com alta sensibilidade e especificidade
(Visser et al. 1992, Ndung'u et al. 1995). Posteriormente, um ELISA competitivo
usando proteina de ligacdo a maltose (maltose binding protein - MBP) fusionada a
MSPS5 e anticorpo monoclonal ANAF16C1 foi desenvolvido, apresentando uma alta
especificidade e sensibilidade, detectando anticorpos tanto na fase aguda da doenca
como em animais persistentemente infectados (Knowles et al. 1996, Torioni de Echaide
et al. 1998). Este ELISA competitivo tem sido aplicado em estudos de soroprevaléncia
(Vidotto et al. 1998, Molloy et al. 1999, Dreher et al. 2005). No entanto, tem
apresentado resultados falso-positivo, o que pode ser devido a uma reagao inespecifica
entre anticorpos anti-MBP presente no soro bovino e o antigeno MSP5-MBP, o que
bloqueia a ligagdo do anticorpo monoclonal ANAF16C1 a proteina MSP5 por uma
obstrucao estérica, mesmo realizando uma adsor¢ao de MBP antes da adi¢ao do soro,
ndo eliminando a possibilidade de que algum anticorpo anti-MBP residual produza uma
reacdo, resultando em reacdes falso positivas (Knowles et al. 1996, Torioni de Echaide

et al. 1998).
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ABSTRACT .- Melo E.S.P., Aragjo F.R., Ramos C.A.N., Soares C.O., Rosinha G.M.S.,
Elisei, C., Madruga, C.R. ELISA based on recombinant truncated MSP5 for
detection of antibodies against Anaplasma marginale in cattle. Pesquisa Veterindria
Brasileira xx(x):xx-xx. Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, (UFMS) Campo
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The objectives of this work were the production and solubilization of
recombinant truncated MSP5 of Anaplasma marginale and the evaluation of it’s
performance in an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) to detect antibodies
against the rickettsia in cattle. The fragment of msp35 gene, except the hydrophobic N-
terminal region, was amplified by PCR, cloned in pTrcHis-TOPO plasmid and
expressed in Escherichia coli. Solubilization of the recombinant protein was evaluated
in different pHs and concentrations of urea. The sensibility and specificity of the assay
were evaluated with 66 sera from cattle experimentally-infected and 96 sera from cattle

free of A. marginale defined by polymerase chain reaction for msp5 gene. Serum
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samples from 1,666 cattle from Brazil - states of Rio Grande do Sul (73), Mato Grosso
do Sul (91), Pernambuco (86), Bahia (314) and Minas Gerais (267), Uruguay (32) and
Costa Rica (803) were tested by ELISAs with recombinant truncated MSP5 and with
recombinant MSP1a, and the agreement between both ELISAs was calculated. ELISA
with recombinant truncated MSP5 protein detected infected animals with sensibility of
96.97% and specificity of 100%. In cattle experimentally-infected, the ELISA detected
antibodies from the 12 day post-infection (DPI) to the end of the experiment, at the
37" DPL The agreement between the ELISAs with truncated MSP5 and MSPla
antigens was 95.67%, with a kappa index of 0.81. Disagreement results showed
significative difference (p < 0.001). Antibodies for A. marginale were detected in
animals of the all the region analyzed. The ELISA with recombinant truncated MSP5
showed a good performance in ELISA for detention of antibodies against A. marginale,
with high sensitivity and specificity, representing an important tool for the diagnosis of

anaplasmose bovine in epidemiological studies.

INDEX TERMS: Anaplasma marginale, ELISA, MSP5, solubilization, recombinant

protein.

RESUMO.- [ELISA com MSPS recombinante truncada para deteccio de
anticorpos contra Anaplasma marginale em bovinos]. Os objetivos deste estudo
foram produzir e solubilizar a proteina MSP5 recombinante truncada de Anaplasma
marginale, e avaliar seu desempenho em um ensaio de imunoadsor¢ao enzimatica
indireto (ELISA) para deteccdo de anticorpos contra a riquétsia. O gene mspJ, exceto a
regido N-terminal hidrofobica, foi amplificada por PCR, clonada em plasmideo
pTrcHis-TOPO e expressa em Escherichia coli. A solubilizagio da proteina

recombinante foi avaliada em diferentes pHs e concentragdes de uréia. A sensibilidade e
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a especificidade do ensaio foram avaliados testando-se 66 soros de animais infectados
experimentalmente com 4. marginale ¢ 96 soros negativos, com o estado de infec¢ao
destes animais confirmado por PCR. Um total de 1.666 amostras de soros bovino,
provenientes do Brasil - Rio Grande do Sul (73), Mato Grosso do Sul (91), Pernambuco
(86), Bahia (314) e Minas Gerais (267)-, Uruguai (32) e Costa Rica (803) foram
testadas nos ELISAs com MSPS5 truncada e com MSPla recombinantes e a
concordancia entre os dois testes foi avaliada. O ELISA indireto com MSP5 truncada
foi capaz de detectar animais infectados com 96,97% de sensibilidade e 100% de
especificidade. Nos animais infectados experimentalmente, o ELISA detectou
anticorpos do 12° até o ultimo dia de observagao. Os ELISAs para MSP5 e MSPla
apresentaram concordancia de 95,67%, com indice kappa de 0,81. Os resultados
discordantes apresentaram uma diferenca significativa (p < 0,001). Anticorpos contra 4.
marginale foram detectados em animais de todas as regides estudadas. O ELISA com
MSPS5 recombinante truncada apresentou bom desempenho na detecgdo de anticorpos
contra A. marginale, com alta sensibilidade e especificidade, representando uma
importante ferramenta para o diagndstico da anaplasmose bovina em estudos
epidemiologicos.

TERMOS DE INDEXACAO: Anaplasma marginale, ELISA, MSP5, solubilizagao,

proteina recombinante.
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INTRODUCAO

Anaplasma marginale ¢ uma bactéria intraeritrocitica obrigatoria que causa
anaplasmose em bovinos e outros ruminantes (Palmer 1999). E classificada na Ordem
Rickettsiales, que foi recentemente reorganizada em duas Familias Anaplasmataceae e
Rickettsiaceae baseada na andlise genética de 16S rRNA, groELS e genes que
codificam para proteinas de superficie (Dumler et al. 2001). A anaplasmose ¢ uma
doenca economicamente importante em muitas regides tropicais e subtropicais do
mundo, por determinar perdas econdmicas devido a mortalidade, redugdao do peso e da
producao de leite e custos com tratamentos (Kocan et al. 2003).

Muitas técnicas sorologicas tém sido descritas para o diagnostico de infecg¢des
por A. marginale, incluindo teste de aglutinagdo em cartdo (Amerault ¢ Roby 1968),
imunofluorescéncia, fixagdo de complemento (Gonzalez et al. 1978), radioimunoensaio
(Schuntner e Leatch 1988) e ensaio de imunoadsor¢do enzimatica (ELISA) (Thoen et al.
1980). Dentre estes, o ELISA ¢ o teste mais aplicado (Thoen et al. 1980, Winkler et al.
1987, Duzgun et al. 1988, Nielsen et al. 1996). No entanto, existem problemas de
especificidade nestes ELISAs que utilizam como antigeno, corpusculos iniciais
parcialmente purificados de eritrocitos infectados, que podem reagir inespecificamente
com anticorpos anti-eritrécitos presente no soro dos animais testados (Duzgun et al.
1988).

Com o advento da tecnologia do DNA recombinante, que possibilitou a
produgdo de grandes quantidades de proteinas heterdlogas em culturas bacterianas, as
pesquisas voltadas para o desenvolvimento de testes sorologicos foram focadas nas
proteinas de membrana dos corptsculos iniciais de 4. marginale (Torione de Echaide et

al. 1998). Seis proteinas principais de superficie (major surface proteins-MSPs: MSP1a,
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MSP1b, MSP2 MSP3, MSP4 e¢ MSPS5) foram inicialmente identificadas em A.
marginale derivado de eritrocitos bovinos e de tecidos de carrapatos (Barbet et al. 1987,
Oberle et al. 1988, Bowie et al. 2002). Essas proteinas sdo expostas na superficie da
riquétsia, sdao facilmente acessiveis ao sistema imunoldgico do hospedeiro, e
desempenham importantes fungdes para a sobrevivéncia do parasito (Arulkanthan et al.
1999).

A proteina MSP5 tem mostrado maior potencial para ser utilizada como antigeno
em diagnostico soroldgico, devido suas caracteristicas de conservagdo entre diferentes
espécies e isolados de Anaplasma sp. (Visser et al. 1992, Ndung'u et al. 1995). No
entanto, diferentes técnicas utilizadas para sua producao e purificacao, tém influenciado
negativamente a exeqiiibilidade dos ensaios. Como exemplos, no ELISA competitivo,
ocorrem problemas de especificidade, provavelmente relacionados a reagdo de
anticorpos anti-proteina de ligacdo a maltose, a qual estd fusionada a MSP5 (Torione de
Echaide et al. 1998). Ja no ELISA indireto com MSPS5, padronizado por Silva et al.
(2006), a expressao de todo o gene, incluindo a regido hidrofobica N-terminal,
inviabilizou a purificagdo da proteina por cromatografia de afinidade em resina de
agarose-niquel, dificultando a execugdo do teste.

Outro problema relacionado aos testes que empregam proteinas recombinantes
produzidas em Escherichia coli consiste na eficiente solubilizacdo das mesmas, ja que,
em muitos casos, sdo formados corpusculos de inclusdo altamente insoliveis na bactéria
e os métodos de solubilizagdo rotineiramente empregam agentes altamente
desnaturantes, que alteram a conformagdo da proteina, e, conseqiientemente, sua
antigenicidade (Patra et al. 2000).

Os objetivos deste estudo foram produzir a MSP5 recombinante truncada,

excetuando o dominio hidrofébico N-terminal da proteina, solubilizar a proteina e
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avaliar seu desempenho como antigeno em um ELISA indireto para o diagndstico de 4.

marginale em bovinos.

MATERIAL E METODOS

Clonagem e expressdo de MSP5 truncada - A extracao de DNA de A. marginale foi
realizada a partir de sangue infectado com isolado Pernambuco - Zona da Mata (PE-
ZM), utilizando o kit Easy DNA (Invitrogen), conforme instrugdes do fabricante. A
amplificacdo do fragmento génico de msp5 foi realizada por PCR com os
oligonucleotideos iniciadores msp5 F: 5’
CGCAGATCTAGCAAAATCGGCGAGAGGTTTACCACTTC 3 e mspS R:
57 GCGCTGCAGTGGCGCAAAATGCCCGACATACC 3’, que amplificam todo o
gene, exceto a regido N-terminal hidrofobica, determinado pelo programa Protean
(DNAStar). Dessa forma, foi amplificado um fragmento de 543 pb (nucleotideos 91 a
633). O produto da reagdo de amplificacdo foi utilizado para ligagdo ao plasmideo
pTrcHis-TOPO (Invitrogen), conforme metodologia descrita pelo fabricante. O
plasmideo resultante pTrcHis-TOPO/msp5 foi utilizado para transformar células de
Escherichia coli TOP10 (Invitrogen), quimicamente competentes, que posteriormente
foram semeadas em meio Luria-Bertani (LB) dgar com 100 pg/mL de ampicilina, as
quais foram incubadas por 12 horas a 37°C. Para verificar a presenca e orientagdo dos
insertos foi realizada PCR de colonia com os oligonucleotideos iniciadores mspS
forward e pTrcHis reverse (vetor). A indugao da expressao do gene mspS foi realizada
com 1 mM de isopropil-tio-B-D-galactopiranosideo (IPTG) por seis horas a 37 °C sob

agitacdo (250 x g).



Solubilizacdo da MSP5 truncada - Apos inducao, 400 mL da cultura foram
centrifugados a 12.000 x g a 4°C por 10 minutos ¢ o sedimento suspenso €
homogeneizado em 20 mL de tampao (tris-HCL 50 mM, EDTA 5 mM (pH 8,5), 2% de
triton X-100 e 0,16 mg/mL de lisozima) e incubado por uma hora em temperatura
ambiente. A solug¢do foi sonicada oito vezes, por 30 segundos (output 40) (Branson
Sonifier 250) em gelo e centrifugada a 10.000 x g por 20 minutos a 4°C. O sedimento
foi suspenso em tris-base 100 mM, em diferentes concentracdes de uréia e pHs. O
sedimento foi homogeneizado e centrifugado a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C para
obtencao das fragdes soluvel e insoluvel. A fracao soluvel foi diluida lentamente em 10
mL de tris-base 50 mM, uréia 2 M e o pH de toda a solugao ajustado para 8,0.

Purificagdo e avaliacdao da antigenicidade de MSP5 truncada - A purificacao
da proteina foi realizada por cromatografia de afinidade em coluna de agarose-niquel
(ProBond, Invitrogen), em condi¢des nativas, adicionando-se as solugdes 2 M de uréia.
A proteina foi concentrada em filtro Centricon YM-10 (Millipore) e sua concentracao
avaliada pelo método de BradFord (Protein Assay, Bio-Rad) de acordo com instrugdes
do fabricante. A antigenicidade de MSPS5 truncada recombinante foi verificada por
Western blot, com os anticorpos monoclonais ANAF16C1 anti-MSP5 (1:500) e anti 6x-
histidina (1:3.000) (Amersham Pharmacia).

Padronizacdo e avaliacio do ELISA com MSP5 truncada - Para a
padronizagdo do ELISA com MSPS5, diluigdes 6timas do antigeno, soros, conjugado e
tampdes utilizados no ensaio, assim como o tempo de parada da reacdo enzimatica,
foram avaliados com seis amostras de soros de bovinos negativos e seis positivos para
A. marginale por PCR.

O ELISA foi realizado em microplacas (Costar 3590, Corning) sensibilizadas

com 13 ng/poco de MSP5 recombinante truncada, diluida em PBST e incubadas a 4°C
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por 12 horas. As placas foram bloqueadas com PBST contendo 5% de soro eqiiino livre
de imunoglobulinas (100 uL/poco) por uma hora a 37°C. Apos cinco lavagens com
PBST, os soros testes, controles positivos e negativos, diluidos 1:600 em PBST (100
uL/poco), foram adicionados e as placas incubadas por uma hora a 37°C. Apos mais
cinco lavagens, foi adicionado o conjugado anti-IgG bovina/peroxidase (Sigma), diluido
1:10.000 em PBST (100 pL/pogo), seguido de incubagao por 30 minutos a 37°C. Apos
cinco lavagens o cromogeno/substrato ortofenilenodiamina (OPD; Sigma)/H,O, (50
uL/pogo) foi adicionado. A reagdo enzimatica foi parada apos cinco minutos pela adicao
H,SO4 2,5 N (100 uL/poco) e os resultados obtidos em espectrofotometro para
microplacas (EL-800, Bio-Tek), com comprimento de onda de 490 nm.

O calculo da linha de corte (cutoff) foi determinado para cada placa de acordo
com Frey et al. (1998), utilizando 12 controles negativos e estabelecendo o nivel de
confianca de 99,0%.

A determinagdo da sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor
preditivo negativo e precisao do ELISA com MSP5 foi realizada de acordo com Coggon
et al. (1993). Para a avaliagdo destes parametros foram testadas 162 amostras de soros,
sendo 96 soros negativos e 66 soros de animais infectados experimentalmente com
isolado PE-ZM de A. marginale obtidos do banco de soros da Area de Sanidade Animal
da Embrapa Gado de Corte. O estado de infec¢ao destes animais foi confirmado por
PCR para o gene msp5. Destes animais infectados experimentalmente, seis foram
acompanhados a partir de uma semana antes da inoculacao até 37 dias apos inoculagao.

Um total de 1.666 amostras de soros foram testadas no ELISA com MSP5 e no
ELISA com MSPla recombinante descrito por Aratjo et al. (2005), para avaliar a
concordancia entre os testes. Os soros testados foram provenientes de regides distintas

do Brasil: Rio Grande do Sul (73), Mato Grosso do Sul (91), Pernambuco (86), Bahia
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(314) e Minas Gerais (267), além do Uruguai (32) e da Costa Rica (803). Esses
soros estavam estocados a —20°C, no banco de soros da Embrapa Gado de Corte e foram
escolhidos baseado na disponibilidade dos mesmos.

Analise estatistica - A avaliacao da concordancia entre os ELISAs com MSP5 ¢
MSP1la foi determinada pelo indice kappa de acordo com Kramer e Feinstein (1981).
Para avaliar a significancia dos resultados discordantes entre os ELISAs foi aplicado o

teste de qui-quadrado com nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A amplificagdo do fragmento génico que codifica para a porcao hidrofilica de
msp5, como esperado, resultou em um produto de cerca de 543 pb (Figura 1). Os
amplicons clonados em pTrcHis-TOPO, geraram os plasmideos recombinantes
pTrcHis-TOPO/MSPS5, confirmados por PCR de colonia. A expressao do fragmento do
gene mspS atingiu producdo maxima apods seis horas de inducao com IPTG e resultou
em uma proteina truncada de aproximadamente 16 kDa, que corresponde a massa
molecular esperada da porcao hidrofilica de MSP5 (~13 kDa) e a do peptideo N-
terminal codificado pelo vetor pTrcHis-TOPO (3 kDa), que corresponde a cauda de seis
histidinas (Figura 2).

A proteina, presente em corpusculos de inclusdo insoluveis, foi solubilizada
eficientemente quando empregou-se 2M de uréia, em pH 12,5. A solubilizagdo
possibilitou a purificacdo por cromatografia de afinidade e a obtengdo de uma proteina
pura. Silva et al. (2006), em estudo semelhante, empregando o mesmo sistema de
expressdo, ndo obteve o mesmo €xito na purificagdo por cromatografia de afinidade

ao utilizar proteina MSPS5 integral, o que s6 foi possivel por eletroelui¢do, que ¢ um
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método de baixo rendimento, e portanto pouco vantajoso para produgdo de proteina em
larga escala. Desta forma, a maior capacidade de solubilizagdo e purificacdo pode ser
atribuida a utilizagdo da proteina MSP5 truncada e fusionada a seqiliéncia N-terminal de
seis histidinas.

Trabalhos anteriores demonstraram que MSP5 ¢ uma proteina codificada por
uma Unica copia de gene, altamente conservada entre diferentes isolados de A.
marginale, bem como A. centrale, A. ovis € A. phagocytophilum, no que diz respeito ao
epitopo definido pelo anticorpo monoclonal ANAF16C1 (Visser et al. 1992, Molad et
al. 2004, Dreher et al. 2005). Conforme confirmado neste estudo, em que a proteina
MSP5 truncada foi reconhecida especificamente por este anticorpo e pelo anticorpo
monoclonal anti-histidina (Figura 3), mesmo apos tratamento com uréia. Visser et al.
(1992) e Munodzana et al. (1998) relatam uma perda parcial da capacidade de ligagao
do anticorpo monoclonal ANAF16C1 quando ha alteragdes na estrutura secundaria da
MSP35, caracterizando o epitopo reconhecido como conformacional. A proteina manteve
sua atividade antigénica apds o procedimento de solubilizacdo, evidenciando que nao
houve alteracdes aprecidveis de sua conformacao, o que foi fundamental para a
realizagdo do ensaio soroldgico.

Os resultados do ELISA com MSP5 truncada estdo demonstrados no Quadro 1 e
serviram como base para o célculo dos parametros (sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo, valor preditivo negativo e precisdo) para avaliar o desempenho do
ensaio (Quadro 2). O ELISA indireto com MSP5 recombinante truncada foi capaz de
detectar bovinos experimentalmente infectados com A. marginale com uma
sensibilidade de 96,97%. A sensibilidade deste ELISA foi superior ao encontrado nos
ELISAs indiretos com antigeno bruto de Nielsen et al. (1996) (87,3%), Montenegro-

James et al. (1990) (93%) e no ELISA competitivo desenvolvido por Torione de
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Echaide et al. (1998) (96%). No entanto, foi inferior ao ELISA indireto com antigeno
bruto reportado por Madruga et al. (2000) (100%). Duas explica¢des para este resultado
podem ser: 1) maior diversidade de epitopos presente no antigeno com corpusculo inicial
e 11) o teste padrao utilizado por Madruga et al. (2000) para determinar o estado de
infeccdo dos animais que foi a imunofluorescéncia indireta, com sensibilidade e
especificidade inferior a PCR. Baseado nestas observagdes, verifica-se que um teste de
diagnostico em desenvolvimento, deve sempre ser comparado a outro de maior
sensibilidade e especificidade.

A especificidade do ELISA com MSP5 foi superior ao ELISA competitivo de
Torione de Echaide et al. (1998) (95%). Resultado este que pode ser devido a utilizagdo
de proteina de ligagdo a maltose (maltose binding protein - MBP) fusionada a MSP5
como antigeno no ELISA competitivo. A MBP pode induzir reagdes falso positivas
decorrentes de interagdes inespecificas entre anticorpos anti-MBP e MBP-MSPS5,
bloqueando a ligacdo do anticorpo monoclonal ANAF16C1, mesmo depois de realizar
uma pré-adsorcao do soro a8 MBP (Torione de Echaide et al. 1998). A especificidade
deste ELISA também foi superior aos ELISAs com corpusculo inicial desenvolvido por
Montenegro-James et al. (1990) (96%), Nielsen et al. (1996) (99,6%) e Madruga et al.
(2000) (96%). Nesses ensaios, provavelmente ocorreram contamina¢do dos antigenos
com proteinas de eritrocitos, as quais podem reagir inespecificamente com anticorpos
presentes no soro, resultando assim em reagdes falso positivas, que interferem
diretamente na especificidade do teste (Barry et al. 1986).

Com relacdo ao acompanhamento dos animais experimentalmente infectados, o
ELISA com MSPS5 truncada recombinante detectou anticorpos especificos a partir do
12° dia apos inoculacdo até o 37° quando foi realizada a ultima andlise (Figura 4),

enquanto que a PCR comecgou a detectar riquetsemia a partir do 9° dia, uma diferenca
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pouco importante, ao considerar que a PCR ¢ sabidamente uma técnica de alta
sensibilidade (Corona et al. 2000).

Os ELISAs com MSP5 e MSP1a detectaram 166 animais infectados e 1.428 nao
infectados, o que correspondeu a alta concordancia de 95,67% definido pelo indice k
de 0,81 (Quadro 3) (Ansari-Lari 2005). Os ELISAs foram capazes de detectar bovinos
infectados em todas as regides brasileiras estudadas (Rio Grande do Sul, Mato Grosso
do Sul, Pernambuco, Bahia e Minas Gerais), assim como do Uruguai e da Costa Rica. A
concordancia entre os ELISAS e o reconhecimento destas proteinas pelo soro de
bovinos de diferentes regides deveu-se provavelmente ao uso de proteinas com epitopos
conservados, pois as proteinas MSP1a e MSP5 utilizadas neste estudo sdo baseadas no
fragmento do gene mspla e msp5 respectivamente, que codificam para o dominio
hidrofilico da regido C-terminal de MSP1a e N-terminal de MSPS5, que sdo conservados.
Este resultado também ressalta o bom desempenho do ELISA com MSPS5, uma vez que
apresentou alta concordancia com um ensaio de 99% de sensibilidade e 100% de
especificidade (Aragjo et al. 2005).

Em relagdo aos resultados discordantes entre os ELISAs com MSPla e MSP5
recombinantes, encontrou-se um numero significativamente maior (p < 0,001) de soros
negativos no ELISA com MSPS5 truncada e positivos no ELISA com MSPla,
evidenciando que, com soros de animais naturalmente infectados, ocorre uma maior
sensibilidade nesse ultimo teste. No entanto, ¢ provavel que essa diferenca de
sensibilidade nao reflita em alteragdes na interpretagdo da situacao epidemioldgica.

O ELISA com MSPS5 recombinante truncada apresentou bom desempenho na
deteccao de anticorpos contra A. marginale, com alta sensibilidade e especificidade,
representando uma importante ferramenta para o diagnostico da anaplasmose bovina em

estudos epidemiologicos.
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Quadro 1. Resultados do ELISA com MSPS5 recombinante truncada com soros de

bovinos livres de infec¢do e infectados experimentalmente por Anaplasma marginale.

Estado de infeccao dos bovinos (PCR)

ELISA MSP5
Positivo ~ Negativo Total
Positivo 64 0 64
Negativo 2 96 98

Total 66 96 162

48



Quadro 2. Desempenho do ELISA com MSP5 recombinante truncada na detec¢do de

anticorpos contra Anaplasma marginale.

Parametros %

Sensibilidade 96,97
Especificidade 100,00
Valor Preditivo Positivo 100,00
Valor Preditivo Negativo 97,96

Precisao

98,76
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Quadro 3. Concordancia entre os resultados dos ELISAs com MSP5 e¢ MSPla
recombinantes na deteccdo de anticorpos contra Anaplasma marginale utilizando soros
provenientes de regides distintas do Brasil (Rio Grande do Sul, Mato Grosso do Sul,

Pernambuco, Bahia, Minas Gerais), Uruguai e Costa Rica.
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MSP1la )
ELISA Indice k
Positivo Negativo Total
Positivo 166 29 195
MSPS  Negativo 43 1428 1471 0,81

Total 209 1457 1666
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Figura 1: Amplificacdo do gene msp5 de isolado brasileiro (Pernambuco-Zona da
Mata) de Anaplasma marginale por PCR. Linha 1: Marcador de pares de base 1Kb Plus

(Invitrogen); linha 2: Fragmento do gene msp5 amplificado.
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Figura 2: Expressao de msp5 de isolado brasileiro (Pernambuco-Zona da Mata) de
Anaplasma marginale. Linha 1: Escherichia coli TOP10 transformada com pTrcHis-
TOPO/msp5 sem induc¢ao com IPTG; linha 2: induc¢do por 2 h com IPTG; linha 3:
indugdo por 4 h com IPTG; linha 4: inducdo por 6 h com IPTG; linha 5: fragdo

insoluvel; linha 6: fragdo soltvel; linha 7: MSPS5 recombinante purificada (16kDa).
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Figura 3: Western Blot com anticorpo monoclonal anti-MSP5 ANAF16C1 (Linhas 1-3)
e com anti-histidina (Linhas 4-6). Linhas 1 e 4: Escherichia coli TOP10 transformada
com pTrcHis-TOPO/msp5 sem indu¢ao com IPTG; linhas 2 e 5: E. coli TOP10
transformada com pTrcHis-TOPO/msp5 apds 6h de inducao com IPTG; linhas 3 ¢ 6:

MSPS5 recombinante truncada purificada (16kDa).
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Figura 4: Avaliagdo da resposta de anticorpos contra MSP5 recombinante truncada
desenvolvida por seis bovinos infectados experimentalmente com Anaplasma

marginale.
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