Universidade
Estadual de Londrina

ELIZABETE REGINA MARANGONI MARANA

PADRONIZACAO E AVALIACAO DE UM TESTE DE ELISA
COMPETITIVO UTILIZANDO A PROTEINA
RECOMBINANTE MSP5-PR1 PARA O DIAGNOSTICO
SOROLOGICO DA ANAPLASMOSE BOVINA

Londrina
2006



ELIZABETE REGINA MARANGONI MARANA

PADRONIZACAO E AVALIACAO DE UM TESTE DE ELISA
COMPETITIVO UTILIZANDO A PROTEINA
RECOMBINANTE MSP5-PR1 PARA O DIAGNOSTICO
SOROLOGICO DA ANAPLASMOSE BOVINA

Tese apresentada ao Programa de Pos-Graduagdo
em Ciéncia Animal, area de concentragio em
Sanidade Animal, da Universidade Estadual de
Londrina como requisito parcial para obtengdo do
titulo de Doutor em Ciéncia Animal.

Orientador: Prof. Dr. Odilon Vidotto

Londrina
2006



ELIZABETE REGINA MARANGONI MARANA

PADRONIZACAO E AVALIACAO DE UM TESTE DE ELISA
COMPETITIVO UTILIZANDO A PROTEINA
RECOMBINANTE MSP5-PR1 PARA O DIAGNOSTICO
SOROLOGICO DA ANAPLASMOSE BOVINA

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Odilon Vidotto
Universidade Estadual de Londrina - PR

Profa. Dra. Rosangela Zacarias Machado
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita
Filho, UNESP- SP

Prof. Dr. Jodo Luis Garcia
Universidade Estadual do Centro-Oeste-
Guarapuava - PR

Profa. Dra. Marilda Carlos Vidotto
Universidade Estadual de Londrina - PR

Prof. Dr. Ademir Benedito da Luz Pereira
Universidade Estadual de Londrina - PR

Londrina, 24 de margo de 2006.



DEDICATORIA

A DEUS PAI
pela vida que me concedeu e pela capacidade

de vivé-la.

A meu esposo David e meu filho Fernando
Luis pelo amor, apoio, incentivo, paciéncia e
companheirismo que tém demonstrado ao

longo de nossas vidas.

A meus pais Sebastido Marangoni e Clarice
Aparecida de Carvalho Marangoni (in
memorium) € a meus sogros Silvestre Marana
e Maria José Paine Marana, aos meus irmaos
Carlos Eduardo, Elianete Maria e Angelo
Fernando pelo carinho, amor, paciéncia e

compreensdo em todos os momentos.



AGRADECIMENTOS

A Universidade Estadual de Londrina, ao Centro de Ciéncias Agrarias, ao Departamento de
Medicina Veterindria Preventiva e ao Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia Animal

pela oportunidade que tem concedido de melhor qualificar seus servidores.

Ao meu orientador Prof. Dr. Odilon Vidotto pela grande colaboragdo e incentivos para a
conquista deste trabalho, e tem contribuido para ampliar os conhecimentos, desde o

periodo de graduagdo, especializagdao, mestrado e doutorado.

A Profa. Dra. Marilda Carlos Vidotto pelos ensinamentos, sugestdes e incentivos para a

conquista deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Italmar Teodorico Navarro sempre pronto a ouvir, sugerir, orientar e pela

amizade, atencdo, companheirismo e confianca que sempre demonstra.

A Profa. Dra. Roberta Lemos Freire pela orientagdo no desenvolvimento das andlises

estatisticas, pela amizade e confianca.

Ao Prof. Dr. Jodo Luis Garcia pela colaboragdo, amizade, sugestdes e valioso auxilio

cientifico prestados durante a execucao deste trabalho.

Aos colegas do Curso de Pos-Graduacao pelo carinho e atengdo constantes e pela amizade e

companheirismo.

Ao Prof. Dr. Sergio da Silva e Silva para colaborag¢do e fornecimento dos soros bovinos de

Santa Vitoria do Palmar, RS.

Ao funcionario Ademir pela amizade e colaboracdo para que o funcionamento do Laboratorio
de Zoonoses e Satide Publica pudesse desenvolver suas atividades, pela preparagdo de

materiais de laboratério necessarios para a realizagao deste trabalho.



Aos secretarios Nelson Alexandre Moretto, Reinaldo Aparecido Peroza e Valdecir pela

colaboragdo que sempre dedicaram a todos.

A todos os funcionarios do Departamento que sempre foram atenciosos, carinhosos em todas

as fases deste Doutorado.

A todas as pessoas que de alguma forma contribuiram para a realizacao deste trabalho.



BIOGRAFIA DO AUTOR

A autora do presente trabalho nasceu em Cambé, no estado do Parand, ¢ casada
residente em Londrina. Formou-se em Farméacia Bioquimica pela Universidade Estadual de
Londrina em 1977, cursou Medicina Veterinaria formando-se em agosto de 1988 pela
Universidade Estadual de Londrina.

Exerceu a Medicina Veterinaria durante dois anos, como socio-proprietaria da
Clinica Veterinaria Sheepgog Ltda. em Cambé-PR, de novembro de 1988 a dezembro de
1990, quando assumiu a responsabilidade técnica do Laboratorio de Medicina Veterinaria
Preventiva e Saude Publica, Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Estadual de
Londrina-PR, até setembro de 1993.

E especialista em Sanidade Animal com apresentagdo de Monografia de conclusdo
de Curso sob orientacdo do Prof. Dr. Ernest Eckehardt Muller intitulada “Mastite Bovina:
importincia econdmica e sanitaria; etiologia; diagnostico rapido”.

Trabalhou na area de Inspe¢do de Leite, ministrando aulas na disciplina de
Inspecdo de Produtos de Origem Animal, no controle de qualidade do Leite Pasteurizado tipo
A, marca BELLO e DE LEITE, na Assessoria de Controle de Qualidade da Cooperativa
Agropecudria de Londrina - CATIVA, em Londrina-PR.

Retornou a Universidade Estadual de Londrina, assumindo a responsabilidade
técnica do Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas em dezembro de 1994, quando
iniciou o Curso de Mestrado em Sanidade, até retornar a trabalhar no Setor de Medicina
Veterinaria Preventiva e Saude Publica e Laboratdrio de Protozoologia, a partir de setembro
de 1996.

E mestre em Ciéncia Animal com a Dissertacdo de conclusio do Curso de
Mestrado em Sanidade Animal, como exigéncia final para sua conclusdo, sob orientacdo do
Prof. Dr. Odilon Vidotto intitulada “Comparacdo dos testes sorologicos de Conglutinagdo
Rapida, Imunofluorescéncia Indireta, ELISA e cELISA para detec¢do de anticorpos

contra Anaplasma marginale.”



MARANA, Elisabete Regina Marangoni. Padronizac¢ido e avaliacdo de um teste de ELISA
competitivo utilizando a proteina recombinante MSP5-PR1 para o diagndstico
sorolégico da anaplasmose bovina. 2006. 109f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) —
Universidade Estadual de Londrina. Londrina, 2006.

RESUMO

Anaplasma marginale (Rickettsiales: Anaplasmataceae) ¢ o agente etiolégico da anaplasmose
bovina que se encontra distribuida mundialmente afetando regides tropicais e subtropicais. E
transmitido por vetores, sendo a doenga caracterizada clinicamente por febre, anemia
hemolitica, perda de peso, aborto e morte. 4. marginale possui seis Proteinas Majoritarias de
Superficie (MSPs) caracterizadas e designadas MSP1a (105 kDa), MSP1b (100 kDa), MSP2
(36 kDa), MSP3 (86 kDa), MSP4 (31 kDa), MSP5 (19 kDa). Estas proteinas estdo envolvidas
em importantes eventos entre as células do hospedeiro e o parasita, como respostas humoral e
celular, transporte de nutrientes, adesdo e invasdao de eritrocitos e variagdo antigénica. A
MSPS5 ¢ uma proteina altamente conservada entre o isolados estudados de diferentes regides
geograficas, inclusive centrale de Anaplasma centrale e A. ovis. O presente trabalho teve
como objetivo padronizar e avaliar um teste imunoenzimatico um teste imunoenzimatico
competitivo (cELISA-PR1), utilizando a rMSP5 do isolado PR1 de A. marginale
desenvolvido para o diagnostico soroldgico de anaplasmose. O gene msp5 foi clonado no
plasmidio pRSETg e expresso em Escherichia coli BL21 Star (DE3) One Shot (Invitrogen®).
O seqiienciamento do gene msp5 mostrou 98% identidade com os isolados Florida e Saint
Maries, 97% com isolados Brasil-Pernambuco ¢ Havana; e 91% com 4. centrale. A proteina
recombinante rMSP5 a partir do isolado PR1 (rMSP5-PR1) foi reconhecida pelo anticorpo de
monoclonal ANAF16C1 em Western blotting. O cELISA-PR1 e a IFI foram comparados com
cELISA pela anélise de 283 soros bovinos, sendo 135 amostras negativas oriundas da regiao
de Santa Vitdria do Palmar - RS, e 147 amostras de soros positivas de bovinos naturalmente
infectados com 4. marginale que obtiveram densidade optica inferior a 0,490 em 490nm
(DO4gp) através do cELISA foram selecionadas de 245 amostras da regido Sul do Brasil. Os
testes apresentaram especificidade de 100% e 99,3%, sensibilidade de 100% e 98%, com um
coeficiente kappa de 0,993 e 0,978, respectivamente. Na comparacao de cELISA-PR1 e IFI
com cELISA, a analise de 245 amostras de soros de bovinos naturalmente infectados com A.
marginale na regido de Sul do Brasil apresentou uma prevaléncia de 77,55%, 81,63% e
76,73% respectivamente, com especificidade de 96,7% e 98,9%, sensibilidade de 98,9%,
96,3% e um coeficiente kappa de 0,956 e 0,699, respectivamente. Conclui-se, através dos
resultados obtidos, que cELISA-PR1 pode ter uso semelhante ao cELISA em testes
diagnosticos contra 4. marginale durante a infeccdo aguda, avaliacdo soroldgica, e
identificacdo de bovinos portadores sdos. A soroprevaléncia de A. marginale foi determinada
em 223 amostras de soros de bovinos com dois anos de idade ou mais, da Regido de Centro-
Sul no Estado de Parana: regido de Ponta Grossa, Guarapuava e Laranjeiras; através da
pesquisa de anticorpos da classe I1gG contra A. marginale por ensaio imunoenzimatico de
competicdo cELISA-PR1. De todos os soros bovinos analisados, 130 (58,74%) reagiram ao
cELISA-PR1, uma porcentagem significativa de animais, sendo esta regido de instabilidade
de enzootica, susceptivel a infeccdo por A. marginale e ao desenvolvimento de anaplasmose.
O tipo de exploragdo da propriedade, sistema de criacdo e manejo, a presenca de outros
animais (ovino, caprino, eqiiinos, animais silvestres), forma de comercializagdo de animais
ndo apresentou diferenca significativa entre as variaveis analisadas apresentando p>0,01.

Palavras-chave: Anaplasma marginale. Bovino. MSP5. Proteina recombinante. cELISA. IFIL.
Comparacdo. Soroprevaléncia. Parand. Prevaléncia. Sensibilidade. Kappa.
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ABSTRACT

Anaplasma marginale (Rickettsiales: Anaplasmataceae) is the ethiological agent of
hemmolitic disease which affects flocks throughout the world, mainly in tropical regions. It is
transmitted by ticks infecting animals and humans, causing an economically important illness
which is clinically characterized by fever, hemolytic anemia, weight loss, abortion; and during
the acute phase of the infection, even death. 4. marginale has six Major Surface Proteins
(MSPs) characterized and designated MSP1a (105 kDa), MSP1b (100 kDa), MSP2 (36 kDa),
MSP3 (86 kDa), MSP4 (31 kDa), MSPS5 (19 kDa). These proteins are envolved in importants
events between host cells and parasite, such as humoral and cellular responses, nutrient
transportation, atchement and invasion of erythrocytes, and antigenic variation. MSP5 is a
highly preserved protein among the isolates studied from different geographical regions,
including Anaplasma centrale and A. ovis. Its antigenic characteristics observed in
epidemiological and immunological studies, molecular biology, nPCR, hybridization,
sequencing and recombinant MSPS5 protein enable its use in assays in the diagnosis of cattle
anaplasmosis, giving these high sensitivity and specificity. A modified competitive ELISA
test was developed for the serological diagnosis of cattle with anaplasmosis using
recombinant MSP5 protein (rMSP5) from PR1 isolate from 4. marginale, expressed by the
plasmid pRSET B/msp5 in Escherichia coli BL21 Star (DE3) One Shot (Invitrogen®). The
antigenic characterization of the PRI isolate from A. marginale contributed to the
identification of MSP5, preserved in the isolate A. marginale studied. The sequencing showed
98% identity with the isolates Florida and Saint Maries, 97% with isolates Brasil-Pernambuco
and Havana; and 91% with A. centrale. The tMSP5-PR1 was recognized by the monoclonal
antibody ANAF16C1 in Western Blotting. The cELISA-PR1 and IFI were compared with
cELISA by analyzing 283 cattle sera, being 135 negative sera samples in the Santa Vitoria do
Palmar region, RS, and 147 positive sera samples from cattle naturally infected with A.
marginale in the Londrina region, North of Parand. These samples presented specificity of
100.0% and 99.3%, sensitivity of 100.0% and 98.0%, k=0.993 e £k=0.978 respectively. In the
comparison of cELISA-PR1 and IFI with cELISA, the analysis of 245 sera samples from
cattle naturally infected with 4. marginale in the region of Londrina showed a prevalence of
77.55%, 81.63% and 76.73% respectively, with specificity of 96.7% and 98.9%, sensitivity
of 98.9% and 96.3%, £k=0.956 and k= 0.699 respectively. It can be concluded, through the
results obtained, that cELISA-PR1 can have a similar usage as cELISA in diagnostic tests
against A. marginale during acute infection, serological surveys, and identification of
persistently infected cattle. 4. marginale prevalence was determined in 217 sera samples in 2-
year old or older cattle, from the Center-South Region in the State of Parana: Ponta Grossa,
Guarapuava and Laranjeiras do Sul regions; through survey of antibodies IgG class against 4.
marginale through immune-enzymatic assays by cELISA-PRI competition. From all the
cattle sera examined, 130 (58,74%) reacted to cELISA-PR1 test, a significant percentage of
animals, being this region of enzootic instability, susceptible to infection by 4. marginale and
development of anaplasmosis. The kind of exploration in the property, the breeding and
handling system, the presence of other animals (ovine/caprine, horses, wild animals), and
means of commercialization of animals were analyzed. The statistical analysis showed that
there were no significant differences among the analyzed variables.

Keywords: Anaplasma marginale. Cattle. MSP5. Recombinant protein. cELISA. IFIL
Comparison. Seroprevalence. Parand. Prevalence. Sensitivity. Kappa.
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1 REVISAO DA LITERATURA: ANAPLASMA MARGINALE PROTEINAS
MAJORITARIAS DE SUPERFICIE

1.1 INTRODUCAO

Anaplasma marginale (THEILER, 1910) pertencente a ordem Rickettsiales,
familia Anaplasmataceac (DUMLER, 2001) ¢ transmitido por carrapatos que infectam
animais (BIBERSTEIN, 1999). E o principal agente etiologico da anaplasmose bovina que
atinge rebanhos em todo mundo, principalmente em regides tropicais e subtropicais
(KREIER; RISTIC, 1981) causando doenca economicamente importante, caracterizada
clinicamente por febre, anemia hemolitica, perda de peso, aborto ¢ morte (ALDERINK;
DIETRICH, 1981). Bovinos portadores sdaos, com baixos niveis de parasitemia, sao fontes de
infec¢do permanente para bovinos susceptiveis (KUTTLER, 1984).

A transmissdo desta rickettsia nos bovinos ocorre através de diversas
espécies de carrapatos da familia Ixodidae e numerosas espécies de insetos hematdfagos,
respectivamente. Outros mecanismos de transmissao da anaplasmose podem ocorres, como
através de instrumentos clinicos e/ou cirtrgicos contaminados com sangue. O carrapato
Boophilus microplus é considerado o vetor mais importante de 4. marginale no Brasil e em
outras regides tropicais e subtropicais, enquanto nos EUA a transmissdo ¢ realizada por
Dermacentor sp. A biologia do microrganismo no carrapato ainda ¢ discutida, embora tenha
sido encontrado em varios tecidos do vetor (RIBEIRO, 1996; ERIKS; STILLER; PALMER,
1993; RISTIC, 1981; KOCAN, 1995, GUGLIELMONE, 1994).

O ciclo biolégico no hospedeiro vertebrado se inicia quando a rickettsia
invade os eritrocitos através de um processo de endocitose. O corpusculo inicial se adere e
forma uma invagina¢do na membrana do eritrdocito. Posteriormente o microrganismo invade a
célula e permanecendo dentro de um vactiolo. No vacuolo, o corptsculo inicial se divide por
fissdo bindria formando um corpisculo de inclusdo limitado por uma membrana,
possivelmente de origem eritrocitica. Apresenta formagdao de um a oito corpusculos intra-
eritrocitarios periféricos variando entre 0,1 a 0,8 mm, no Anaplasma centrale estes sao
centrais, com menor viruléncia em bovinos (RISTIC, 1981). Apos ser liberado, cada
corpusculo inicial invadira outro eritrocito, o nimero de células infectadas dobra dentro de 24

a 48 horas (KREIER; RISTIC, 1981). O periodo de laténcia ¢ de trés a seis semanas, com
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dramaticamente aumento do nimero de eritrocitos infectados (RISTIC, 1981). A fase aguda
caracteriza-se por alta parasitemia, ultrapassando 10° eritrocitos infectados por mililitro (mL)
de sangue (ALLEMAN et al., 1997), chegando a apresentar 75% dos eritrocitos infectados,
acarretando anemia severa, quadro que pode persistir por 7 a 14 dias. Os animais ao se
recuperarem da fase aguda podem permanecer como portadores sdos, adoecendo raramente e
apresentando uma oscilacio entre <10** a 10" eritrécitos infectados por mL de sangue
(ERIKS; STILLER; PALMER et al., 1993).

O esfregaco sangliineo corado pela técnica de Giemsa representa o método
de diagndstico mais amplamente utilizado para detecg¢ao da rickettsia dentro do eritrocito. No
entanto, ndo tem se mostrado eficaz em diagnosticar animais infectados com baixa
parasitemia. Abordagens moleculares como sondas genéticas (VISSER et al., 1992) e
“nested” PCR (reagdo em cadeia pela polimerase) (TORIONI DE ECHAIDE, 1998)
possibilitaram a detec¢do do microrganismo e/ou de seus componentes celulares em animais
durante a fase cronica da doenca (ERIKS et al., 1989). O ensaio imunoenzimatico por
competicao (cELISA), utilizando a proteina majoritaria de superficie MSP5 do 4. marginale,
altamente conservada nos isolados estudados, tem sido empregado em estudos
epidemioldgicos e para pesquisar a presenga de anticorpos contra 4. marginale em soro na

populagdo bovina em varias regides geograficas (VIDOTTO et al., 1997).

1.2 PROTEINAS PRINCIPAIS DE SUPERFICIE (MSPS)

A imunizacdo com preparacdes de membrana externa do isolado Florida de
A. marginale, analisadas antigenicamente, revelou a presenca de antigenos imunoprotetores
(TEBELE et al.,, 1991a). Seis proteinas majoritarias de superficie (MSPs) foram
caracterizadas e designadas de MSP1a (105 kDa), MSP1b (100 kDa), MSP2 (36 kDa), MSP3
(86 kDa), MSP4 (31 kDa), MSP5 (19 kDa) (de la FUENTE et al., 2001b; ALLEMAN et al.,
1997; BARBETet al., 2001; OBERLE et al, 1993; VISSER et al., 1992).

A. marginale apresenta ligacdes quimicas intermoleculares entre as MSPs.
MSP2 e MSP5 ocorrem como mondmeros € multimeros ligados por pontes de dissulfeto; o
complexo MSP1 se apresenta ligado por pontes de dissulfeto e associado de forma ndo

covalente a MSP1a e MSP1b, e MSP2; MSP5 esté associada de forma ndo covalente a MSP1.
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MSP1, MSP2, MSP3 ¢ MSP4 estdo muito proximas e MSP5 estd associada de forma ndo
covalente com este complexo de ligacdes cruzadas (VIDOTTO et al., 1994).

1.2.1 MSP1

A proteina MSP1 foi identificada e caracterizada no isolado de A. marginale
Florida como um complexo protéico formado por MSPla (105 kDa) e MSP1b (100 kDa).
Estas proteinas induzem resposta protetora em bovinos, t€ém sido descritas como adesina para
eritrocitos bovinos e células de carrapato (de la FUENTE et al., 2003; McGAREY et al.,
1994a; OBERLE et al., 1988).

MSP1a ¢ codificada por uma copia simples do gene (mspla), geneticamente
estavel na infec¢do aguda, infec¢do persistente, na multiplicagdo em carrapatos. Esta
envolvida nos mecanismos de transporte de nutrientes, adesdo e invasdo aos eritrocitos e
contribui para imunidade na infec¢do em bovinos. O polimorfismo genético da MSP1a entre
os isolados de A. marginale ¢ verificado no nimero de copias da seqiiéncia génica
codificadora para a proteina, presenca de diferentes nimeros de repetigdes, gene de uma
simples copia e ¢ invaridvel dentro da espécie. A amplificagdo pela PCR do gene msplo de
nove isolados dos Estados Unidos resultou em fragmentos com nUmero varidavel de
repeticdes, variando de duas no isolado Virginia a oito no isolado Flérida (BOWIE et al.,
2002; BROWN et al., 2001a; de la FUENTE; VAN DER BUSSCHER; KOCAN, 2001b;
McGAREY et al., 1994a; BARBET et al., 1987).

No Brasil foram analisados isolados de 4. marginale identificados com trés,
cinco e seis repetigdes de aminoacidos (VIDOTTO et al., 2006). Assim, tém se empregado
estas repeticoes de aminodcidos de MSP1a como marcador genético estavel de isolados de 4.
marginale de diferentes regioes geograficas. A. marginale apresentou variagdo genética entre
diferentes isolados em analise de polimorfismos no comprimento de fragmento de restricao
(RFLP), de padroes de PCR REP/ERIC, de PCR baseado em repeti¢gdes sucessivas de
seqiiéncias de aminoacidos especificas de MSPs e seqiiéncia de proteina (de la FUENTE et
al., 2004; FERREIRA et al., 2001; de la FUENTE; VAN DER BUSSCHER; KOCAN,
2001b).

A MSPla foi identificada como o maior componente imunogénico do

complexo MSP1 protetor ao reagir com linfocitos-T CD4". Foi observada proliferacio
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vigorosa de células mononucleares do sangue periférico e linhagens de linfocitos-T em
bezerros imunizados com MSP1, em resposta a imunizacao com os isolados Florida e isolados
heterologos de A. marginale. A resposta imune especifica ¢ direcionada contra a regido C-
terminal da MSPla, que se apresenta altamente, promovendo forte inducdo de memoria
proliferativa de linfocitos-T CD4" e resposta de INFy em bovinos com presenga de halotipos
classe II do complexo de histocompatibilidade, sugerindo que se possa incluir epitopos
linfocitos T da regido C-terminal da MSPla em vacinas (BROWN et al., 2001a; de la
FUENTE et al., 2001a).

A MSPla estd presente nos isolados Florida, Idaho, Norte do Texas,
Virginia, Washington (OBERLE, et al., 1988), mas nao no isolado de Zimbabwean
(TEBELE; PALMER, 1991b). Os isolados brasileiros de 4. marginale apresentaram MSP1la
na caracterizagdo antigénica demonstrada por anticorpos monoclonais (OLIVEIRA et al.,
2003; KANO et al., 2002). A amplificacdo e o seqiienciamento do gene msplo tém
contribuido para a caracterizacdo dos isolados de diferentes paises, observando massa
molecular e diferente numero de repeti¢des de amino acidos, assim como a amplificacdo de
regides de repeticao do A. centrale ou A. ovis (de la FUENTE et al., 2002; LEW et al., 2002).

Bovinos imunizados com MSP1 do isolado Florida e desafiados com o
isolado heter6logo WASHINGTON-O desenvolveram prote¢ao cruzada contra A. marginale,
apesar da variagdo de tamanho da MSPla entre os isolados (PALMER et al., 1989). A
imunidade protetora estd associada com o desenvolvimento de opsonizacdo, anticorpos
neutralizantes (BROWN et al., 2001a) adesinas, neutralizando a invasdo celular no
hospedeiro, sugerindo que estas adesinas atuem na hemaglutina¢do de eritrocitos de bovinos
(McGAREY e ALLRED, 1994).

A MSPI1b ¢ codificada pelos genes msplfl e mspl 2, familia multigénica
com fragmentos de restricdo multiplos apresentando uma variagdo de aproximadamente de
3kDa entre diferentes isolados americanos. Os isolados Florida e Oklahoma apresentaram
estes genes conservados com identidade em 96% para a msplfl e 92% para msplp2,
sugerindo seu emprego na producdo de vacinas (BOWIE et al., 2002; BARBET e ALLRED,
1991; OBERLE et al., 1988), porém estudos empregando imuniza¢do de bovinos com vacinas
de DNA (pcDNA3.1/MSP1b), utilizando o isolado Jaboticabal de 4. marginale, apresentou
protecao parcial contra desafios homologos (ANDRADE et al., 2004)

Recentemente foram identificados trés genes msplf completos no isolado

Florida, cada um codificando uma tnica proteina MSPI1b, estruturalmente identificada
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durante a fase aguda da rickettsemia (CAMACHO-NUEZ et al., 2000). MSP1b presente nos
isolados brasileiros estudados reagiu com o anticorpo monoclonal especifico identificando o
isolado Florida e os isolados brasileiros Minas Gerais ¢ PR-L1 (KANO et al.,, 2002;
OLIVEIRA et al., 2003).

1.2.2 MSP2

A proteina MSP2 (36kDa) se mostrou conservada nos estagios de infec¢ao
em eritrocitos e carrapatos, sendo codificada por uma familia polimoérfica. A localizagcdo de
MSP2 e das MSPla e MSP1b na superficie eritrocitica atuam na hemaglutinagdo de
eritrocitos bovinos. O gene polimorfico msp2, transcrito por substituicdes multiplas de
aminoacidos, insergoes e delecdes definidas por seqiliéncias de transcricao de msp2 expressas,
codifica MSP2 estruturalmente distintas, resultando numa popula¢do de 4. marginale no
sangue bovino em continua mudancga, caracterizada por ciclos de rickttisemia persistente
(FRENCH et al., 1998; PALMER et al., 1994; McGAREY; ALLRED, 1994; PALMER et al.,
1985).

Os carrapatos se infectam com Anaplasma spp ao se alimentarem, e variantes
MSP2-especificas sdo selecionadas e expressas no intestino e na glandula salivar. A pressdo
de selecdo de A. marginale ocorreria nas glandulas salivares do carrapato, onde variantes
limitadas sdo expressadas, independente da resposta imunologica do bovino e de variantes
presentes no sangue de animais infectados, quando da alimentacdo dos carrapatos. A
expressao diferencial de proteinas de membrana externa no operon foi observada na bactéria
transmitida por carrapato e a regulagdo da expressdo pode ser amplamente aplicada no
conhecimento da adaptacdo do patégeno na transi¢do hospedeiro-carrapato. Maiores
seqiiéncias de variantes ocorrem em infecgdes persistentes em bovinos (LORH et al., 2002a;
2002b; de la FUENTE et al., 2001c; RURANGIRWA et al., 1999; BARBET et al., 2001).

Uma regido hipervariavel da MSP2, de cerca de 100 aminodacidos, codifica
epitopos imunogénicos de linfocitos-B indutores de anticorpos variante-especificos,
apresentando variagdo antigénica em um mesmo ciclo da infeccdo aguda, compativel com o
polimorfismo em cada ciclo durante a rickttisemia, levando a A. marginale persistente

(BARBET et al., 2001; FRENCH; BROWN; PALMER, 1999; 1988; EID et al., 1996).
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A proteina MSP2 purificada do isolado Floérida de A. marginale induziu
protecao homologa e heterdloga ao isolado Washington-O, promovendo prevenc¢ao completa
a retardo significativo do inicio da rickttsemia. Bovinos imunizados com membrana externa
com saponina como adjuvante, foram protegidos contra desafio homodlogo e estimularam
producdo de titulos elevados de IgG2, linhagens de células T CD4", linfécitos-T produtores de
interferon gama (IFN-y) e mononucleares no sangue periférico. Epitopos de linfocitos-T
conservados em diferentes isolados de 4. marginale, incluindo pelo menos MSP2 ¢ MSP3,
poderiam ser mapeados para sua utilizagdo em vacinas (BROWN et al., 1998a, 1998b
PALMER et al., 1988a).

A regido hipervariavel da MSP2, entre terminais amino e carboxil altamente
conservados, apresenta variante de epitopos de linfocitos-B. Peptideos imunodominantes
induziram a producao de altos niveis de IFN-y, citocina associada a protecao contra ehrlichia,
necessaria para rapida geracao de IgG2 variante-especifica, onde os ciclos de rickttisemia sao
controlados a niveis 100 a 1000 vezes menores que aqueles responsdveis pela doencga clinica
durante a fase aguda (BROWN et al., 2003, 2001b).

A esta regido hipervaravel da proteina MSP2 contem seqiiéncias de epitopos
imunogénicos a linfocitos-T CD4", levando a variagdo extensa e dindmica na seqiiéncia de
aminoacidos durante a rickttisemia, através da recombinacao de pseudogenes de msp2 no sitio
de expressdo, seguida por conversdo do segmento seqiiencial do gene produzindo variantes
adicionais, acarretando mudangas no reconhecimento do epitopos de célula T na regido
hipervariavel. Linfocitos-T CD4" MSP2-especificos reconheceram epitopos comuns a varios
isolados de A. marginale e A. ovis. A variagdo antigénica em epitopos de células-B e -Th pode
contribuir no mecanismo de evasdo imune, permitindo a persisténcia de A. marginale por
longos periodos em reservatdrios mamiferos. 4 centrale causa anaplasmose branda, possui
polipeptideos de 33-39 kDa, presentes em A. marginale e apresentam imunodominancia e
reatividade cruzada nestes epitopos compartilhados, podendo ser responsdveis pela imunidade
protetora cruzada entre isolados estudados (BROWN et al., 2003, 2001b; SHKAP et al., 1991;
PALMER et al., 1988a, 1988b).

A. marginale e A. centrale possuem pelo menos quatro epitopos de
linfocitos-T CD4" conservados, e desafios com A. marginale desencadeam resposta de
linfocitos-T CD4" induzidas por vacinagio com 4. centrale. A organizagdo gendmica é
conservada entre as duas espécies com multiplos pseudogenes e um sitio de expressao ligado
ao operon pelo gene msp2, demonstrando possuirem epitopos MSP2 similares justificando a

resposta do sistema imune e a eficidcia da vacina com A. centrale (SHKAP et al., 2002).
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Imunidade protetora requer indugdo de IFN-y e opsonizagdo de subclasses de IgG contra os
epitopos que ativam macrofagos para fagocitose e eliminam o invasor. Interleucina (IL-2)
atua como adjuvante para MSP2 e, co-adsorvida com alimem, estimulou resposta de IFN-y e
linhagens de linfocitos-T CD4+ em bovinos imunizados, pela alta resposta proliferativa por

macrofagos com alta resposta de IgG, predominantemente IgG1 (TUO et al., 2000).

1.2.3 MSP3

A proteina MSP3 (86 kDa) ¢ proteina codificada por familia de multigenes
com polimorfismos estrutural e antigénico entre isolados de A. marginale, podendo variar
antigenicamente em animais portadores saos. MSP3 foi identificada nos isolados americanos
Virginia, Missouri, Mississipi, Washington-O, Idaho e Flérida (de la FUENTE; VAN DER
BOSSCHER; KOCAN., 2001b; ALLEMAN et al., 1997; McGUIRE et al., 1991).

MSP3 ¢ reconhecida em todos os estagios da infec¢do, detectada em isolados
de oito regides geograficas em portadores sdos durante cerca de cinco anos, podendo ser
utilizado como antigeno em diagnostico soroldgico, mas ndo em testes com antigeno
recombinante devido ao polimorfismo apresentado. Soro de animais infectados por 4. ovis,
Ehrlichia risticii e E. ewingii apresentaram reacdo cruzada com MSP3. Polimorfismo
antigénico foi observado entre isolados de A. marginale de diferentes regides geograficas
(ALLEMAN; BARBET, 1996; McGUIRE et al., 1991; PALMER et al., 1986).

Estudos de hibridagado utilizando sondas de msp3-12 identificaram antigenos
multiplos de MSP3 resultado de um complexo similar a MSP2, devido a presenca de familia
multigénica de genes parcialmente homologos. O gene msp3 codifica blocos de aminoacidos
relacionados a produtos polimoérficos da familia multigénica MSP2, parcialmente
responsaveis pela variagdo da MSP3 em portadores sdos, variando importantes proteinas de
superficies do A. marginale. Estudos com imunizagcdo em bovinos utilizando proteinas de
membrana externa estimularam resposta de células mononucleares do sangue periférico,
induzindo prote¢do parcial, sendo reconhecidos por linfocitos-T (BROWN et al., 1998a;
ALLEMAN et al., 1997).

MSP2 e MSP3 apresentam pseudogenes capazes de recombinar no sitio de
expressao funcional gerando novas variantes antigénicas, que permitiriam as duas familias de

genes agir sinergicamente na evasdo da resposta imune do hospedeiro (BRAYTON et al.,



20

2001), também identificada em A. ovis (PALMER et al., 1998), mas insuficiente para gerar
numero de variantes necessario para infeccao persistente. Um segundo nivel de variagao
permite pequenos segmentos se recombinarem no sitio de expressdo por conversdo génica
(BRAYTON et al., 2002). Essa variacdo genética, durante a anaplasmose persistente, pode
explicar a auséncia de reatividade do anticorpo monoclonal especifico nos isolados de Sao
Paulo e Minas Gerais, Pernambuco-Sertdo e Pernambuco-Agreste (KANO et al., 2002;
OLIVEIRA et al., 2003).

As MSPs de A. marginale estdo presentes em fase eritrocitica e podem ser
estruturalmente conservadas durante o cultivo continuo, sdo fontes valiosas de rickettsias para
pesquisa desenvolvimento de reagente de diagndstico e vacinas contra anaplasmose. MSP 1,
2, 4, 5 do isolado Oklahoma se mostraram conservadas, mas ha evidéncias de que ocorra
variagdo estrutural em MSP3 entre o isolado cultivado e do estdgio eritrocitico de Anaplasma
(BLOUIN et al., 2000; BARBET et al., 1999).

No Brasil, os isolados Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Minas Gerais, Parana,
Rio Grande do Sul Pernambuco-Zona da Mata, Pernambuco-Agreste, Pernambuco-Sertao,
Mato Grosso do Sul foram testados com anticorpos monoclonais especificos para o isolado
Florida de A. marginale sendo observado que a proteina MSP3 foi identificada apenas no

isolado Minas Gerais (OLIVEIRA et al., 2003; KANO et al., 2002).

1.2.4 MSP4

A proteina MSP4 (31 kDa) ¢ codificada com tunica cépia génica altamente
conservada em isolados de diferentes regides geograficas (Florida, South Idaho, Missouri,
Washingtn-O, Washington —C e Zimbabwe), estando presente na membrana externa e interna
do A. marginale. O gene msp4 apresenta identidade com o gene da proteina MAP-1 de
Cowdria ruminatium, da proteina de 30 kDa de E. canis e p28 de E. chaffeensis (OHASHI et
al., 1998; VLIET et al., 1994; OBERLE et al., 1993; PALMER, McGUIRE, 1984).

MSP4 tem apresentado imunidade protetora similar a MSP2, sugerindo que
as MSPs apresentam seqiiéncias com identidade altamente significativa responsaveis pela
resposta imune protetora, antigenicamente polimoérficas. A fragdo de membrana apresenta
epitopos antigénicos, pois estimulou a resposta imune de bovinos e os protegeu frente a

desafio virulento. MSP4 apresentou-se conservada nos isolados brasileiros estudados
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(OLIVEIRA et al., 2003; KANO et al., 2002; PALMER et al., 1994; OBERLE; PALMER;
BARBET, 1993).

1.2.5 MSP5

A proteina MSP5 (19 kDa) ¢ conservada e apresenta uma Unica copia génica
altamente conservada entre isolados de diferentes regidoes geograficas. Apresenta-se na forma
monomérica ¢ dimérica, com pontes de dissulfeto intermoleculares, na membrana de A4.
marginale. A conservagdo do tamanho, a localizacdo no corpusculo inicial na membrana
externa, a presenga de MSP5 em todas os isolados de Anaplasma testados, incluindo 4. ovis,
sugerem que MSP5 ¢é importante no ciclo de vida do Anaplasma (VIDOTTO et al., 1994,
OBERLE; PALMER; BARBET, 1993; VISSER et al., 1992).

A proteina MSPS, utilizada na imunizagao de bovinos, induziu a producdo de
altos titulos de anticorpos, que ndo protegeram contra o desafio com A. marginale virulento,
porém induziu imunidade contra a doenga clinica. O epitopo da MSP5 ¢é reconhecido pelo
anticorpo monoclonal especifico ANAF16C1, que requer regides terminais amino e carboxil,
indicando sua natureza conformacional nativa (MUNODZANA et al.,, 1998; PALMER;
McELWAIN, 1995; VISSER et al., 1992).

O reconhecimento do epitopo da MSP5 pelo linfocito-B, apresentou-se
conservado no anticorpo monoclonal ANAFI16CI, sendo este utilizado no teste
imunoenzimatico de inibi¢do competitivo (cELISA), mostrando-se capaz de detectar
anticorpos contra A. ovis e A. marginale, inclusive em bovinos portadores saos, demonstrando
alta sensibilidade e especificidade. A performance do cELISA, utizando MSP5 recombinate
como antigeno foi avaliada analisando o status dos animais positivos € negativos verdadeiros
selecionados por nested PCR (nPCR), teste capaz de detectar cerca de 30 eritrocitos
infectados por mL, identificando baixos niveis de parasitemia em animais persistentemente
infectados e pelo seqiienciamento do isolado de A marginale demonstrou identidade maior
que 95% em amostras amplificadas, no sequenciamento de msp5 e da hibridacdo. O nPCR
juntamente com a hibridacdo identificaram os animais infectados e ndo infectados testados
para o padroniza¢do do cELISA (TORIONI de ECHAIDE et al., 1998; KNOWLES et al.,
1996; NDUNG'U et al., 1995; VISSER et al., 1992).
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MSP5 mostrou-se conservada em todos os isolados de diferentes regides
estudados, como nos brasileiros estudados. Assim, estudos epidemioldgicos e imunologicos
revelaram que a proteina MSP5, em particular, apresenta caracteristicas antigénicas que
possibilitam seu emprego como antigeno nos ensaios de diagnostico de anaplasmose bovina,
conferindo sensibilidade e especificidade aos testes (OLIVEIRA, et al., 2003; KANO et al.,
2002; KNOWLES et al., 1996; VIDOTTO; MARANA, 1999).

1.2.6 Novos Antigenos Protetores

Outras proteinas de membrana com a caracteristica de antigenos foram
relatadas, cujas fragdes s3o Ana 17, Ana 29, Ana 32, Ana 37 ¢ Ana 43, com pouca variagao na

massa molecular e alto ponto isoelétrico, acima de 7.8 (RIDING et al., 2003).

1.2.7 Filamentos de Actina

A. marginale, ao infectar eritrocitos, apresenta apéndices de F-actina na
superficie citoplasmica de vaclolos contendo varios organismos, os quais tiveram as
seqliéncias de aminoacidos e nucleotideos mapeadas no genoma do isolado Saint Maries, e
sua identificagdo confirmada pela expressdo de proteina recombinante e sua reatividade
através de anticorpo monoclonal especifico para o apéndice. Influencia o ciclo de invasdo,
replicagdo e saida da célula hospedeira pode levar a nova invasdo na interacdo parasito-

hospedeiro (STICH et al, 2004).

1.3 ALGUNS ASPECTOS DA BIOLOGIA MOLECULAR NA CARACTERIZACAO DA MSP5

A busca de vacinas que promovam uma imunizagdo eficiente e duradoura
levou os pesquisadores a técnicas de biologia molecular e novas técnicas de cultivo da

rickettsia para maior compreensdo do processo imunoldgico. Metodologias bastante
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diversificadas para obtencdo de proteinas antigénicas do A. marginale t€ém sido utilizadas
(BROWN et al, 2003; WAGHELA et al., 2000; KOCAN et al., 2001; VISSER et al., 1992;
KNOWLES et al., 1996; STICH et al., 2004; PALMER; McELWAIN, 1995; OBERLE et al,
1988).

A biblioteca gendmica do isolado da Florida de 4. marginale foi construida
com o vetor de inser¢do AZAP (Stratagene Cloning Systems) (SAMBROOK; FRITSCHI;
MANIATIS, 1989) clivado com EcoRI. A biblioteca lambda foi testada em E. coli Y1090
com anticorpo monoclonal ANAF19C1 em Imunoblotting, identificando clones contendo as
proteinas recombinantes, sendo isolados, analisados e inseridos em plasmidios recombinantes.
As bactérias transformadas foram induzidas com isopropil-1-B-D-tiogalactopiranosideo
(IPTG), avaliadas por Imunoblotting e seqiienciamento. O gene msp5 (1.1 kb) foi obtido da
subclonagem do plasmidio recombinante pAM104 de 2,3 kb em pBLUEscript. Célula
competente de E. coli XL1-Blue transformadas com pBLUE/msp5 expressou a proteina
MSPS5, reativa ao anticorpo monoclonal. A similaridade na reagdo antigénica entre MSPS5
nativa dos isolados de 4. marginale Mississipi, Washington-O, North Texas, Missouri,
Florida, Washington-C, South Idaho, Virginia e Israel, A. centrale, A. ovis € a recombinante
foi testada por adsor¢cao com soro de bovino imune. Um teste de ELISA de competi¢ao foi
padronizado e detectou a presenca de anticorpos de soros bovinos com reatividade para
epitopos de MSP5 reconhecidos por anticorpo monoclonal ANAF16C1 (VISSER et al.,
1992).

MSP5 recombinante (rMSP5) foi empregada em cELISA com soros de
caprinos detectando anticorpos contra 4. ovis em animais com rickettsemia, portadores sdos e
animais positivos do Kénia e dos Estados Unidos. A expressdo do msp5 do isolado Florida
clonado em pBluescript através do plasmidio pAM104A foi obtida em E. coli XL1-Blue
(Stratagene, La Jolla, Calif.) transformada. A rMSP5 foi observada pela reatividade com o
anticorpo monoclonal ANAF16CI, através de Imunoblotting. A adsor¢do das placas de
ELISA foi com o lisado de bactérias com MSPS5 titulado com ANAF16C1 (NDUNG'U et al.,
1995; VISSER et al., 1992)

O cELISA com antigeno rMSP5 (19 kDa) foi utilizado na detec¢dao de
anticorpos contra A. marginale de carrapatos, estagios eritrocitico, bovinos portadores saos, e
Imunoblotting em material colhido de glandulas salivares de carrapato dissecadas, apos
alimentacdo em bovinos. O gene mspJ), amplificado pela PCR, do clone pAM104A, foi
clivado no sitio Xbal do vetor de expressao pMAL-c2, criando o plasmidio recombinante

pMALmsp5, transformando Epicurian coli XL1-Blue competentes (Stratagene, La Jolla,
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CAlif.). A coldnia transformada contendo o plasmidio na posigao correta foi identificada pela
clivagem do plasmidio com EcoRI. A MSP5-ligada-a-maltose (rMSP5-MBP) fusionada com
67 kDa (43 kDa de MBP e 19 kDa da MSP5) expressada presente no sobrenadante obtido
pela lise celular, foi purificada por afinidade pela resina de amilose. A rMSP5-MBP foi
identificada pelo anticorpo monoclonal ANAF16C1-especifico para MSP5 (KNOWLES et
al., 1996).

O cELISA determinou a porcentagem de inibig¢do, a partir da média das
densidades Opticas dos soros de bovinos negativos testados, obtidas em leitor de ELISA,
subtraida de trés desvios padrio, representando 25% de inibicdo, quando o anticorpo
monoclonal ANAF16C1 anti-rMSP5 marcado com peroxidase se liga diretamente a rMSP5
adsorvida. Foram considerados positivos os soros com 25% de inibi¢ao ou mais. A ligagdo do
ANAF16CI1 com o epitopo da tMSP5-MBP leva a alta especificidade, detectando animais
inoculados intravenosamente com a rMSP5 e anticorpo anti-rMSP5 em glandula salivar de
carrapatos infectados. Animais inoculados com 10’ eritrdcitos parasitados com rickettsemia
detectavel apresentaram inibicdo >25% pelo anticorpo monoclonal 17 a 27 dias apos a
inoculagdo, enquanto a rickettsemia com >0,1 % de eritrocitos parasitados foi detectavel a
partir de 22 a 31 dias apos a inoculagdo (KNOWLES et al., 1996).

O nPCR e cELISA, usando rMSP5-MBP, foram avaliados na detec¢do de
bovinos infectados naturalmente com A. marginale, avaliando a sensibilidade e especificidade
do teste cELISA. A seqiiéncia de msp5 do isolado Florida foi utilizada no nPCR, usando kit
comercial (PCR Master Boehring Mannhein). Uma banda de 458 bp era esperada depois do
PCR e outra de 345 bp para nPCR. O seqiienciamento foi analisado para avaliacdo do grau de
identidade das amostras de A. marginale em bovinos naturalmente infectados, sendo
randomizado o tamanho de 345 bp obtido pela PCR. A prova de hibridagdo empregou sonda
de 294 bp com a seqiiéncia para o nPCR 345 bp. Estes testes validaram os resultados do
cELISA com rMSP5-MBP de 4.marginale. O indice de parasitemia de 10*° ¢ 107 eritrocitos
infectados por cinco a seis semanas foi avaliada para se verificar a detec¢do portadores sdos
pelo cELISA (TORIONI DE ECHAIDE et al., 1998; KNOWLES et al., 1996; VISSER et al.,
1992).

O cELISA empregando o substrato o-fenilenediamina di-hidrocloridrico
(OPD-SIGMA P-6912) para 3,5,3°,5" tetramethylbenzidine (TMB), e a concentracdo da
proteina recombinante de 5,0 pg/100uL de rMSP5-MBP foi comparado com o teste de
aglutinacao do cartdo apresentando alta sensibilidade e especificidade. (MOLLOY et al.,
1999).
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A rMSPS5 do isolado Téchira da Venezuela de A. marginale foi utilizada em
teste de ELISA indireto. Amplificado pela PCR a partir da seqiiéncia de bases apresentada por
Visser et al. (1992), o produto foi inserido no plasmidio pCRII (TA cloning kit Invitrogen®),
obtendo o plasmidio pAR1902 que transformou a célula competente E. coli INVaF™ (TA
cloning kit Invitrogen®). A orientagdo do inserto relativa ao promotor P,. (trp-lac) foi
certificada apos clivagem enzimatica com Sspl e Xhol. O fragmento do plasmidio foi clivado
por Kpnl-Xhol e inserido no vetor pTrcC (Xpress System; Invitrogen®) obtendo o plasmidio
pAR1903, que transformou a E. coli JIM109 competente (Promega, Madison, Wis), induzida
por IPTG para expressdo da rMSPS5, proteina recombinante fusionada a seis moléculas de
histidina (6xHis) na porcao N-terminal., purificada sob condi¢des desnaturantes em
cromatografia por afinidade a metal imobilizado com resina Probond® e reconhecida pelo
anticorpo monoclonal ANAF16C1 anti-MSP5. O ELISA indireto utilizou como tampao de
adsor¢do Tampao Salina Fosfatada pH 7,2, tampao de bloqueio com leite desnatado a 5%, e
3,5,3",5" tetramethylbenzidine (TMB) como substrato, apresentando bons resultados.
(REYNA-BELLO et al., 1998).

A clonagem e expressdao do gene msp5 do isolado brasileiro Pernambuco-
Zona da Mata de A. marginale foi realizada pela extragdo do DNA com o kit Easy DNA
(Invitrogem®), com adi¢ao de adenosina a extremidade 3" do produto de PCR pela enzima
Taq DNA polimerase (Invitrogem®). O produto amplificado inserido ao vetor pTrcHis-TOPO
(Invitrogem®), com extremidade ativada pela Topoisomerase I, transformou a E. coli TOPO
(Invitrogem®) competente para expressdo da rMSP5. MSPS5 foi purificada por eletroeluigao,
resultando em uma proteina majoritaria de cerca de 22 kDa, identificada pelo anticorpo
monoclonal ANAF16C1 (ARAUJO et al., 2002).

Outros vetores t€m sido usados para a construg¢do de plasmidios empregados
em pesquisas relacionadas com a produgdo de proteina recombinante MSP5 de A. marginale,
como pET101, pQE30, pRSETB.

O vetor pET direcional TOPO® (Invitrogen®) de expressdo ¢ de alta
atividade e especificidade, conferida pelo bacteriofago T7 RNA polimerase, permite a
regulagdo de genes heterdlogos em E. coli. A topoisomerase I, do virus Vaccinia, liga-se a fita
dupla de DNA em sitios especificos e cliva 0o DNA em uma das fitas apos 5'-CCCTT, e une a
fita dupla de DNA usando TOPO® carregada com oligonucleotideos ao final da fita simples
3’, possibilitando ligar o produto da PCR com terminagdo CACC a terminagdo GTGG do
vetor, que apresenta cauda 6xHis, permite purificacdo em resina ligada ao niquel. O plasmidio

transforma a E. coli TOP10 competente, que nao apresenta T7 RNA polimerase, permitindo a
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caracterizagdo da construgdo, propagacao estavel e manuten¢ao do plasmidio. O plasmidio
transforma a E. coli BL21 Star (DE3) competente para a expressao de genes regulados por T7,
que apresenta ADE3 lisogénico, com gene /lacl codificando o lac repressor, T7 RNA
polimerase esta sob controle do promotor lacUV35, e pequena por¢do do gene do lacZ, sob a
indugdo de IPTG coli (CHENG, SHUMAN, 2000; SHUMAN, 1991; STUDIER et al., 1990;
ROSEMBERG et al.., 1987; STUDIER; MOFFATT, 1986).

O vetor pQE (Qiagen®) de alto nivel de expressdao de proteinas em E. coli,
apresenta o /ac repressor carreado pelo plasmidio pREP4, cresce em meio seletivo contendo
kanamicina, e ¢ inibido por baixa concentra¢do de IPTG. O vetor com promotor fago T5 e
duas seqiiéncias de /lac operador, sitio de ligagao ribossomico sintético para reconhecimento e
ligacdo, sitio multiplo de clonagem, cddigo de parada apresenta o terminador transcricional ‘t’
do fago lambda e regido de replicacdo e o gene para B-lactamase do plasmidio pBR322.
Possui cauda 6xHis e N-terminal permitindo purificagdo em resina ligada ao niquel.,.
(JANKNECHT et al., 1991; BUJARD et al., 1987; SCHWARZ et al., 1987; SUTCLIFFE,
1979; FARABAUGH, 1978).

O vetor pRSET, com alto nivel de expressdo e purificagdo de proteina,
proporciona clonagem em fase com peptideo N-terminal, apresenta promotor T7, o sitio de
T7 reverso permite o sequenciamento do inserto, o T7 de terminagdo permite transcricdo de
terminagdo eficiente, apresenta sitio de multipla clonagem que torna eficiente a translagdo do
gene de interesse, com sitio de iniciagdo ATG para fusdo da proteina, apresenta cauda de
histidina H-terminal que permite purificagdo em resina ligada ao niquel, a seqiiéncia 10 do
gene T7 proporciona estabilidade & proteina expressada. Permite selecdo com ampicilina pela
expressao do gene da resisténcia. E. coli TOP 10 transformada permite estabilizar o plasmidio
evitando a toxicidade a E. coli BL21 Star (DE3), que vai expressar a proteina de interesse

(AUSUBEL et al., 1998).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Produzir a proteina recombinante MSP5 a partir do isolado PR1 de 4. marginale e

utiliza-la no diagnodstico soroldgico pelo teste imunoenzimatico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Clonar e produzir a proteina majoritaria de superficie MSP5 recombinante
a partir de plasmidio recombinante pRSETg / msp3.

2. Padronizar um ELISA de competicdo.

3. Avaliar a sensibilidade e especificidade deste teste frente a soros de

campo.
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RESUMO

O isolado PR1 de Anaplasma marginale foi caracterizado antigenicamente e contribuiu para
identificagdo de MSPS5, conservada nos isolados A. marginale estudados. Foi utilizada a
proteina MSP5 recombinante (rMSP5) do isolado PR1 de Anaplasma marginale, expressa
pelo plasmidio pRSET B/msp5 em Escherichia coli BL21 Star (DE3) One Shot
(Invitrogen®), no desenvolvimento de um ELISA competitivo para diagndstico soroldgico de
bovinos com anaplasmose. O seqiienciamento demonstrou 98% de identidade com os isolados
Florida e Saint Maries, 97% com os isolados Brasil-Pernambuco ¢ Havana e¢ 91% com
Anaplasma centrale. A tMSP5-PR1 foi reconhecida pelo anticorpo monoclonal ANAF16C1
em Western Blotting. O cELISA-PRI e a IFI foram comparados com o cELISA analisando
283 soros de bovinos, sendo 135 soros negativos da regido de Santa Vitoria do Palmar, RS, e
147 soros positivos de bovinos naturalmente infectados com A. marginale da regidao de
Londrina, Norte do Parand, apresentando 100,0% ¢ 99,3% de especificidade, 100,0% e 98,0%
de sensibilidade, £=0,993 e £=0,978, respectivamente. Na compara¢ao do cELISA-PR1 e IFI
com cELISA, analisando 245 soros de bovinos naturalmente infectados com A. marginale da
regido de Londrina obteve-se prevaléncia de 77,55%, 81,63% e 76,73% respectivamente,
com especifidade de 96,7% e 98,9%, sensibilidade de 98,9% e 96,3%, £=0,956 ¢ k= 0,699,
respectivamente. Concluimos, através dos resultados obtidos, que o cELISA-PR1 pode ter
emprego similar ao cELISA em testes de diagnostico contra A. marginale durante a infeccao
aguda, levantamentos soroldgicos e identificagdo de animais portadores saos.

Palavras chave: A. marginale. t™MSPS5. cELISA. IFI. Comparacao. Prevaléncia.
Sensibilidade, Kappa.
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ABSTRACT

A modified competitive ELISA test was developed for the serological diagnosis of cattle with
anaplasmosis using recombinant MSP5 protein (rMSP5) from PRI isolate of Anaplasma
marginale, expressed by the plasmid pRSET B/msp5 in Escherichia coli BL21 Star (DE3)
One Shot (Invitrogen®). The antigenic characterization of the PR1 isolate from Anaplasma
marginale contributed to the identification of MSPS5, preserved in all the isolates of A.
marginale studied. The sequencing showed 98% identity with the isolates Florida and Saint
Maries, 97% with isolates Brasil-Pernambuco and Havana; and 91% with Anaplasma
centrale. The rMSP5-PR1 was recognized by the monoclonal antibody ANAF16CI in
Western Blotting. The cELISA-PR1 and IFI were compared with cELISA by analyzing 283
cattle sera, being 135 negative sera samples from Santa Vitoria do Palmar region, RS, and
147 positive sera samples from cattle naturally infected with 4. marginale from Londrina
region, North of Parand. These samples presented specificity of 100.0% and 99.3%,
sensitivity of 100.0% and 98.0%, £k=0.993 e k=0.978 respectively. In the comparison of
cELISA-PR1 and IFI with cELISA, the analysis of 245 sera samples from cattle naturally
infected with A. marginale in the region of Londrina showed prevalences of 77.55%, 81.63%
and 76.73% respectively, with specificity of 96.7% and 98.9%, sensitivity of 98.9% and
96.3%, £=0.956 and k= 0.699 respectively. It can be concluded, through the results obtained,
that cELISA-PR1 can be used likewise cELISA in diagnostic tests for A. marginale during

acute infection, serological surveys, and identification of persistently infected cattle.

Key words: 4. marginale. tIMSPS. cELISA. IFI. Prevalence. Specificity. Sensitivity. Kappa.
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1. Introducao

Anaplasma marginale ¢ uma bactéria hemotrdpica da ordem Rickettsialles, familia
Anaplasmataceae (DUMLER et al., 2001), agente etiolégico da anaplasmose bovina,
ocorrendo principalmente em regides tropicais e subtropicais (KREIER; RISTIC, 1981). O
carrapato Boophilus microplus ¢ o vetor mais importante do A. marginale no Brasil e em
outras regides tropicais e subtropicais. Este causa perda de peso, aborto, redugdo da produgdo
leiteira e mortalidade, animais recuperados usualmente permanecem infectados servindo
como reservatorio da doenca a animais susceptiveis. A anaplasmose acarreta grandes perdas
econdmicas na bovinocultura de carne e de leite com prejuizos da ordem de 500 milhdes de
dolares anualmente (GRISI et al., 2002; ERIKS; STILLER; PALMER, 1993; ALONSO et al.
1992; KESSLER et al., 1992; PALMER, 1989).

Virios testes sorologicos foram avaliados para a pesquisa de anticorpos contra A.
marginale em estudos epidemiologicos, entre eles a Fixacdo de Complemento, Aglutinagao
pelo Latex, Imunofluorescéncia Indireta (IFI), Ensaios Imunoenzimaticos (ELISA), ELISA
por competicdo (cELISA) (OIE, 2004; KNOWLES et al., 1996; NIELSEN et al., 1996;
GOFF; WINWARD, 1983; ROSE et al. 1978; AMERAULT; ROSE; ROBY, 1972). Alguns
estudos, em diferentes estados do Brasil, foram realizados para estabecer a prevaléncia da
anaplasmose, que variou entre 12,3 a 100% (VIDOTTO et al., 1998; MADRUGA et al., 1994;
OLIVEIRA et al., 1992).

A. marginale possui em sua membrana externa seis proteinas majoritarias de
superficie (MSPs): MSP1a (105 kDa), MSP1b (100 kDa), MSP2 (36 kDa), MSP3 (86 kDa),
MSP4 (31 kDa), MSP5 (19 kDa) (de la FUENTE, VAN DER BUSSCHER; KOCAN, 2001b;
ALLEMAN et al., 1997; BARBETet al.,, 2001; OBERLE; PALMER; BARBET, 1993;
VISSER et al., 1992). A MSP5 tem se mostrado conservada em todos os isolados estudados
de Anaplasma marginale, A. centrale e A. ovis, devendo-se observar reagdo cruzada entre
estas espécies. A proteina MSPS5 apresenta caracteristicas antigénicas, determinadas por
epitopos de superficie imunodominante, reconhecidas pelo anticorpo monoclonal
ANAF16Cl1, especifico para MSPS, possibilitando sua utilizagdo como antigeno no
diagnostico de anaplasmose bovina e avaliando a distribuicdo desta proteina dentro da
populagdo bovina em vdrias regioes geograficas (REYNA-BELLO et al., 1998; KNOWLES
etal., 1996; NDUNG’U et al., 1995; TEBELE et al., 1991).

O objetivo do presente trabalho foi a padronizacdo e avaliagdo do teste
imunoenzimatico por competicdo (cELISA) modificado, baseado na proteina recombinante

MSP5 (rMSP5-PR1) do isolado A. marginale PR1 da regido de Londrina, Parana.
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2. Material e Métodos
2. 1. Obtencio do DNA de A. marginale e amplificacao do gene msp5:

A extragdo de DNA foi realizada a partir de sangue parasitado obtido de bezerro
infectado pelo isolado PR-1 (KANO et al., 2002) de Anaplasma marginale, utilizando-se o kit
Puregene Genta System®, segundo as recomendacdes do fabricante.

O gene que codifica a MSP5 foi amplificado com oligonucleotideos iniciadores
(primers) sense SSGAATTCATGAGAATTTTCAAGATTGTG3' (posigdes 121 a 138) e anti-
sense 5’AGAATTAAGCATGTGACCGCTG 3’ (posi¢des 725-747), confeccionados a partir
da seqiiéncia do gene msp5 (GenBank M93392). A amplificagdo de 100ng de DNA do
isolado PR1 de A. marginale foi realizada com Taq DNA polimerase (Invitrogen'™),
conforme orientagdes do fabricante, utilizando 30 ciclos (94 °C por 1 min; 58 °C por 1 min;
72 °C por 1 min) no volume de 50ul em Perkin Elmer DNA Thermal Cycler 9600 (Norwalk,
CT). O produto amplificado foi visualizado em gel de agarose 2% corado com brometo de

etideo, utilizando padrdes de 100 bp (100 bp DNA ladder-Life Technologies, MD, USA).

2.2. Clonagem e seqiienciamento do gene msp5 no vetor pCR4-TOPO TA
O produto da PCR do gene msp5 foi clonado no vetor de seqiienciamento pCR4-
TOPO TA (Invitrogen®) e seqilienciado usando BigDye Terminator (Applied Biosystems,
CA, USA) e os primers: sense e anti-sense do bacteriofago M13 e os primers 1 e 2 (VISSER
et al., 1992). As seqiiéncias foram submetidas ao Programa de Anélise Phred/Phrap/Consed
(www.phrap.org) (EWING; GREEN, 1998; EWING et al, 1998; GORDON, 2004,.
GORDON; DESMARAIS; GREEN, 2001; GORDON; ABAJIAN; GREEN, 1998) e em

seguida foram submetidas aos programas BLASTn e BLASTx

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), respectivamente segundo previamente descrito (ALTSCHUL

etal., 1990, 1997), para checar a identidade da seqiiéncia.

2.3. Clonagem do gene msp5 no vetor pRSETe expressio da MSP5 recombinante

Os primers (5S'GAATTCATGAGAATTTTCAAGATTGTG3') sense, tendo no
inicio sitio de restri¢do para a enzima BamH 1, e (5AGAATTAAGCATGTGACCGCTG3")
anti-sense, sem o codigo de parada, foram confeccionados a partir da seqiiéncia do gene

msp5 seqiienciado do isolado PR1. A PCR de 100ng do DNA do isolado PR1 de A. marginale

foi realizada com a enzima Pfx DNA polimerase Platinum® (Invitrogen®), utilizando 30 ciclos
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(94 °C por 1 min; 55 °C por 1 min; 68 °C por 1 min) no volume de 50ul em Perkin Elmer
DNA Thermal Cycler 9600 (Norwalk, CT).

O gene msp5 amplificado foi clivado com a enzima de restricdo BamHI e
purificado pela extragdo do DNA em gel de agarose 1% com kit Concert™ Rapid Gel
Extration System (GIBCOBRL®) conforme instrugdes do fabricante. O vetor pRSETg
(Invitrogen®) foi clivado com BamHI e Pvu Il e utilizado na ligagdo com o fragmento
msp5/BamHI com T4 DNA ligase (Invitrogen®). A transformacdo foi realizada em E. coli
One Shot™ TOP 10 competente (Invitrogen®), segundo as instrucdes do fabricante. Os
plasmidios recombinantes das coldnias transformantes foram extraidos segundo Sambrook et
al. (1989).

A clonagem foi confirmada pela técnica de PCR do plasmideo recombinante
(pRSET/msp5), utilizando os primers do gene msp5 e do vetor pRSETp e também pela
utilizagdo de clivagem com a enzima de restricdo BamHI. O plasmidio recombinante
pRSET/msp5 foi utilizado na transformacio da bactéria E. coli BL21 Star (DE3) One Shot™
(Invitrogen®) competente para a expressdo da proteina MSPS recombinante (rMSP5-PR1).
As células cresceram em meio Lauria Bertani (LB) contendo 100pg/mL de ampicilina a 37°C,
em DOsop a 0,8 e a expressdo foi induzida pela adicdo de isopropyl-pB-D-thiogalactoside
(IPTG) na concentragdo de 1 mM. Uma aliquota da cultura apds cada hora de inducao foi
retirada e centrifugada para obtencdo do precipitado de bactérias e a expressao analisada em
gel SDS-poliacrilamida 12%, segundo Laemmli (1970). Em seguida, uma aliquota da cultura
foi centrifugada e as bactérias ressuspendidas com uma solu¢do adequada para proteina
soluvel ou insoluvel, as bactérias foram lisadas por sonica¢do e congelamento e a suspensao
centrifugada. Adicionou-se tampao de amostra (0.025 M Tris-HCIL, 2% SDS, 15% glicerol,
2.5% 2-mercaptoetanol, pH 6.8) ao sobrenadante e ao precipitado, submetida a eletroforese
em SDS-poliacrilamida 12% e comparada com padrao de massa molecular para proteina pré-

corado Bench Mark (Invitrogen™).

2.4. Purifica¢ao da rMSP5-PR1

A proteina rMSP5-PR1 foi fusionada a cauda de poli-histidina (6xHis tag),
facilitando sua purificagdo em coluna contendo niquel (Ni*") ligado & resina. A cultura de E.
coli BL21/pRSET/msp5, obtida em litros de meio de Lauria Bertani (LB) contendo 100pg/mL
de ampicilina e IPTG 1mM, foi adicionado inibidores de proteases phenylmethylnilfonyl
fluoride (PMSF) 1mM para 50 mL de cultura e na-pTosyl L-lysine chloromethyl Ketone
(TCLK) 0,ImM para 50 mL de cultura. As bactérias foram lisadas utilizando-se trés
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repeticoes de trés ciclos de 10 segundos de 5S0W com intensidade média e intervalo de 30 seg.
de sonicagao, congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento em banho-maria a 37°C
por trés vezes. Apos centrifugacdo, o sobrenadante, contendo a fragao soluvel e o sedimento,
contendo o extrato insoluvel ressuspendido em tampao de sonicacdo, foram estocados em
freezer a — 20°C até o uso.

A proteina rMSP5-PR1 foi purificada sob condigdes hibridas utilizando-se a resina
NI-NTA Agarose (QIAGEN MOD 30210) segundo protocolo do fabricante (QIAGEN™). A
concentragdo da proteina foi determinada em espectrofotdometro Cintra 5 em comprimento de

onda de 595nm pelo método de Bradford (1976)

2.5. Caracterizacao antigénica da rMSP5-PR1 pela Técnica de Western-blotting

A proteina tMSP5-PR1, as proteinas totais do isolado de A. marginale PR1 e
rMSP5-MBP do isolado Flérida (TORIONI DE ECHAIDE et al., 1998) foram separadas em
gel de poliacrilamida 12% e em seguida transferidas para membrana de nitrocelulose (Probind
45 membrane roll — Pharmacia Biotech®) com 30V (TOWBIN; GORDON, 1984) por 18
horas. A membrana foi bloqueada com PBS contendo 0.1% (v/v) de Tween 20 e 5% de leite
em po sob agitacdo por uma hora a temperatura ambiente. Apds as lavagens, as membranas
foram incubadas com o anticorpo monoclonal AnaF16C1-HRPO (1:12000) por uma hora sob
agitacdo. A membrana foi revelada pelo método de quimioluminescéncia (ECL - Amershan
Life®). Um marcador de massa molecular para proteina (Rainbow colored, Invitrogen Life
Technologies) foi utilizado como padrao.

A antigenicidade de rMSP5-PR1 foi testada, através de Western blotting,
utilizando-se soros de bovino selecionados pelo cELISA, sendo dois soros negativos (DOag
0,818 e 0,799, respectivamente), dois soros positivos naturalmente infectados para A.
marginale (DOs9p 0,089 e 0,080, respectivamente), um soro de bovino inoculado com o
isolado PR1 de A. marginale (DOu4g 0,079) e soro de coelho anti-rMSP5-PR1 imunizado com
rMSP5-PR1 diluido 1:5000 incubados sob agitacdo por uma hora. Foram utilizados os
conjugados anti-bovino IgG-Peroxidase (SIGMA A 5295) diluido 1:20000 e anti-rabbit IgG-
Peroxidase (SIGMA A 6145) diluido 1:5000, e apds as lavagens as membranas foram

reveladas por quioluminescéncia (ECL - Amershan Life®).
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2.6. Amostras de soro

Foram utilizados 245 soros de animais de area endémica da regido Sul do Brasil,
dos quais 128 soros eram de animais naturalmente infectados do municipio de Pelotas, RS e
117 soros do Estado do Parana distribuidos da seguinte forma: 40 do municipio de Arapoti, 39
do municipio de Londrina e 38 do municipio de Umuarama.

Para avaliacdo do cELISA-PR1 foram selecionados 147 soros positivos que
apresentaram DOsg9p < 0,490 no cELISA (Teste—Ouro) dentre os 245 soros acima
mencionados e 135 soros negativos de animais provenientes da regido livre de anaplasmose,

municipio de Santa Vitoria do Palmar, RS, abaixo do Paralelo 32°S.

2.7. Teste de Imunofluorescéncia Indireta:
O teste de Imunofluorescéncia Indireto foi utilizado para detec¢do de anticorpos
anti-A. marginale (IFT), conforme o descrito por Goff ¢ Winward (1983) e modificado por

Madruga et al. (1986). Os soros com titulo > 320 foram considerados positivos.

2.8. Teste de ELISA de Competicao

As amostras de soro foram testadas pela técnica de ELISA por competiciao
(cELISA) descrita por Knowles et al. (1996). O teste utilizou proteina recombinante rMSP5
ligada a maltose (rMSP5-MBP) como antigeno e o anticorpo monoclonal ANAF16C1-HRPO
ligado a enzima peroxidase. Os soros utilizados como controles negativo foram obtidos de
animais negativos a A. marginale pelo teste sorologicos cELISA e IFI. Os soros controle e as
amostras de soro foram adsorvidos (v/v) com 120 pL de MBP (1,3mg/mL) diluido em
Tampao de Conjugado, adicionado de 1% de SAB, e incubados por 30 minutos para
neutralizar anticorpos contra esta proteina presente em FE. coli presente na microbiota
intestinal de bovinos. As placas foram adsorvidas com lpg de rMSP5-MBP diluida em
tampao de adsor¢do carbonato/bicarbonato pH 9,6 (Ca,CO; 15mM, NaHCO; 35mM) e
distribuidos em microplaca de poliestireno com 96 cavidades IMMULON 2 (Dynatech
Laboratories) e incubada a 4 °C durante a noite. O bloqueio foi realizado com Tampao de
Bloqueio pH 7,2 adicionado soro albumina bovina 1,0 %, diluido 1:2 em agua destilada. Apos
quatro lavagens com PBST 0,2% pH 7,4, foram adicionados 100 pL de soros padrdo positivo,
negativo e teste adsorvidos em cada cavidade em duplicata e incubados a temperatura
ambiente por 30 minutos sob agitacdo. As placas foram lavadas quatro vezes e adicionados

100 upL/cavidade de conjugado monoclonal produzido em camundongo anti-MSPS5
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ANAF16CI1-HRPO foi utilizado na diluicao de 1:12000, em Tampao de Bloqueio pH 7,2 2X
diluido 1:2 PPBS e incubado por 15 minutos em temperatura ambiente sob agitacdo. As
placas foram lavadas quatro vezes, adicionados 100uL/cavidade cinco mg do substrato o-
fenilenediamina di-hidrocloridrico 5 mg (OPD — SIGMA P-6912) diluido em 10 mL de
tampao do substrato pH 7,4 com 4 pL de peroxido de hidrogénio por 10 minutos.

A porcentagem de inibi¢do, representando um resultado positivo no cELISA, foi
determinada a partir da densidade oOptica (DO) a 490 nm em Leitor de ELISA Bio-Tek
Instruments®, INC Modelo ELx 800). Os resultados foram expressos como percentagem de

inibicao baseado na formula: 100 — [(DO499 média do soro teste x 100)/ média da DOg9y do

controle negativo] (TORIONI DE ECHAIDE et al., 1998).

2.9. Avaliacido do ELISA de competicido utilizando a Proteina Recombinante MSP5-PR1
(r MSP5-PR1)

Na padronizacdo do cELISA-PRI1, a adsor¢do foi realizada com 2 ng de tMSP5-
PR1 diluidas em tampao de adsor¢do carbonato/bicarbonato pH 9,6 (Ca,COs 15mM, NaHCOs3
35mM) por cavidade, distribuidas em microplaca de poliestireno com 96 cavidades
IMMULON 2 (Dynatech Laboratories) e incubada a 4 °C durante a noite. O bloqueio foi
realizado com Tampao de Bloqueio pH 7,2 adicionado de leite desnatado 2,5%, diluido 1:2
em agua destilada. Os soros controle positivo e negativo e os soros teste foram previamente
adsorvidos sob agitagdo com lisado de E. coli BL21 Star (DE3) One Shot'™ (Inviterogen®)
na concentracao de 0,22 pg/ml diluidos em volumes iguais (120ul) no Tampao de Conjugado,
adicionado de 1% de leite desnatado, e incubados por 30 minutos, para neutralizar anticorpos
contra proteinas presentes em FE. coli da microbiota intestinal de bovinos. Apds quatro
lavagens com PBST 0,2% pH 7,4, foram adicionados 100 puL de soros padrdo positivo,
negativo e teste adsorvidos em cada cavidade em duplicata e incubados a temperatura
ambiente por 30 minutos sob agitagdo. As placas foram lavadas quatro vezes e adicionados
100 pL/cavidade de conjugado monoclonal produzido em camundongo anti-MSP5
ANAF16CI1-HRPO foi utilizado na dilui¢do de 1:12000, em Tampao de Bloqueio pH 7,2 2X
diluido 1:2 PPBS ¢ incubado por 15 minutos em temperatura ambiente sob agitagdo. As
placas foram lavadas quatro vezes, adicionados 100uL/cavidade do substrato o-
fenilenediamina di-hidrocloridrico 5 mg (OPD — SIGMA P-6912) diluido em 10 mL de

tampao do substrato pH 7,4 com 4 pL de peroxido de hidrogénio por 10 minutos.
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A determinagdo da porcentagem de inibi¢do, representando um resultado positivo
no cELISA, foi determinada a partir da densidade optica (DO) a 490 nm em Leitor de ELISA
Bio-Tek Instruments®, INC Modelo ELx 800) de 135 soros negativos da regido livre de
anaplasmose com DO média de 0,890, com um desvio padrao (DP) de £0,018. Um valor de
trés DP abaixo da DO (0,647) representou 27% de inibicdo. Nenhum dos soros negativos
inibiu a liga¢do com anticorpo monoclonal em valores >27%. Os resultados foram expressos
como percentagem de inibi¢do baseado na formula: 100 — [(DO499 média do soro teste x 100)/

média da DOy do controle negativo] (TORIONI DE ECHAIDE et al., 1998).

2.10. Analise estatistica:

Os testes cELISA-PR1 e IFI foram avaliados utilizando cELISA (KNOWLES et
al., 1996) como padrio ouro. A sensibilidade e especificidade, valor preditivo positivo e
negativo, concordancia kappa foram calculados utilizando o programa Epi Info 6.04 b

(DEAN; DEAN; BURTON, 1992).

3. Resultados e Discussao
3.1. Seqiienciamento do gene mspS

O seqiienciamento resultou em um fragmento de 630 pb. A seqiiéncia completa do
gene msp) foi adicionada no GenBank e o cddigo de acesso ¢ AY714547. O alinhamento e
analise da seqiiéncia nos programas BLASTn e BLASTx mostrou que o gene msp5 PR-1
apresenta 98% de identidade com os isolados Flérida (M93392) e Saint Maries (CP 00030),
97% com os isolados de Havana (AY527217) e Brasil- Pernambuco (AY245428), ¢ 91% com
A. centrale (AY054384).

A seqiiéncia do gene msp5 do isolado PR1 de 4. marginale apresentou altos
indices de identidade com o isolado Florida e com outros isolados estudados, confirmando a
conservagao da MSP5 nos diferentes isolados de diferentes regides (NDUNG’U et al., 1995;
TEBELE et al., 1991; VISSER et al., 1992).

3.2. Construcao do plasmidio recombinante pRSET/msp5.
A clonagem do gene msp5 de A. marginale-PR1 no vetor pRSETg foi confirmada
através da PCR do plasmidio recombinante e pela clivagem com enzima de restricio BamH 1.
A Figura 1 mostra o produto de amplificagdo, fragmento de aproximadamente 0.6

Kb, do pRSETg/mspJ utilizando os primers do gene mspS e a clivagem do pRSETg/msp5 com
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a enzima de restricdo BamHI. O produto final da clivagem foi um fragmento de

aproximadamente 3,5 Kb, que contem o gene msp5 (0,6 Kb) e o vetor de 2,9 Kb.

3.3. Expressao e Caracterizacio Antigénica da proteina rMSP5-PR1

A expressdo da proteina rMSP5-PR1 foi realizada em E. coli BL21 Star (DE3)
One Shot™ (Invitrogen®) apés inducdo com IPTG por quatro horas, e a proteina
recombinante mostrou-se insoluvel.

A BL21/pRSET-msp5 apresentou uma banda induzida de 31 kDa em SDS-PAGE
12% (Figura 2A). Esta bactéria recombinante e a proteina rMSP5-PR1 purificada (eluida)
apresentaram reatividade com o anticorpo monoclonal ANAF16C1-HRPO produzido contra a
rMSP5 do isolado Florida no Western blotting (Figura 2B), confirmando a conservacgio de
epitopos da rMSP5-PR1 purificada sob condi¢des hibridas.

Neste trabalho a rMSP5 apresentou massa molecular de 31 kDa devido a
caracteristica do vetor de expressio pRSETg, que codifica uma proteina recombinante
fusionada a 6xHistidina e ao XPress, que aumentam a massa molecular da proteina fusionada,
justificando os 31 kDa da rMSPS5.

A reatividade da rMSP5-PR1 com o anticorpo monoclonal esta de acordo com o
resultado do seqiienciamento do gene msp5 do isolado PRI, o qual mostra a similaridade
entre os isolados Flérida e Saint Maries (98%), Havana e Brasil-PE (97%) e A. centrale
(91%). Os dados obtidos também corroboram com os resultados de Visser et al. (1992), que
demonstram a presenca de um unico gene conservado responsavel pela MSP5, ao contrario
das proteinas MSP1b, MSP2 e MSP3, as quais sdo codificadas por familias multigenes
(ALLEMAN et al., 1997; BARBET et al., 2001; BRAYTON et al., 2002; PALMER et al.,
1994), e podem sofrer recombinagdo intragénica.

O anticorpo monoclonal anti-MSP5 ANAF16C1 produzido em camundongo que
reage com a tMSP5-MBP utilizada no teste de cELISA (KNOWLES et al., 1996), também
reagiu com a proteina MSP5 do corpusculo inicial do isolado de A. marginale PRI
identificando uma banda de 19 kDa, correspondente a massa molecular da proteina nativa
(Figura 2B).

Os soros de bovinos naturalmente e experimentalmente infectados com A.
marginale e o soro de coelho imunizado com rMSP5-PR1 reconheceram os epitopos da
rMSP5-PR1 pela técnica Western blotting (Figura 3), confirmando a reatividade desta
proteina frente aos soros de animais ja testados por cELISA (TORIONI DE ECHAIDE et al.,
1998) e IFI (GOFF; WINWARD, 1983). Estes dados estdo de acordo com os trabalhos de
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Kano et al. (2002) e Oliveira et al. (2003) que demonstraram a conservacao da MSP5 em

i1solados brasileiros através de Western blotting com anticorpos monoclonais.

3.4. Avaliacao do cELISA-PR1

As 135 amostras de soro bovinos oriundos do municipio de Santa Vitéria do
Palmar, RS, area livre de carrapatos, apresentaram resultado negativo para os testes cELISA,
cELISA-PR1 e IFI. No cELISA-PR1 o ponto discriminativo de 0,647 foi estabelecido com a
densidade optica média a 490 nm (DO4g9) 0,89, subtraida de trés desvios padrao de +0,081,
representando 27% de inibigdo. Nenhum dos soros negativos apresentou inibicdo >26% pelo
anticorpo monoclonal.

Os resultados da avaliagdo dos testes com 135 amostras de soros negativos e 148
amostras de soros positivos apresentados na Tabela 1 e Figura 4. Os testes cELISA-PR1 e IFI
quando comparados com cELISA, como teste ouro, apresentaram, respectivamente,
concordancia percentual de 99,6% e 98,93%, especificidade de 100% e 98,0%, sensibilidade
de 99,3% e 100,0%, valor preditivo positivo de 100,0% e 100,0% e negativo de 99,3% e
97,8% concordancia dos testes, obtendo um desempenho de 99,6% e 98,93% apresentando &
= 0,993 e 0,978 quase perfeito. Os resultados divergentes foram apenas um (cELISA-PR1) e
trés soros (IFI).

Os 245 soros bovinos, provenientes de regido endémica, foram analisados pelo
cELISA-PR1 e IFI e quando comparados com cELISA apresentaram, respectivamente,
concordancia percentual de 98,37% e 93,7%, especificidade 96,4% e 69,1%, sensibilidade de
98,9% e 96,3%, valor preditivo positivo de 98,9% e 91,5% e negativo de 96,4% e 84,5%
coeficiente de concordancia kappa de 0,956QP e 0,699S (Tabelas 2 e 3), com resultado
divergente em quatro e vinte e quatro soros, respectivamente.

Estes resultados permitem concluir que o teste de cELISA-PR1 padronizado com
rMSP5 do isolado PR1 de A. marginale apresenta performance equivalente ao cELISA com
rMSP5-MBP do isolado de A. marginale Florida para diagnosticar anaplasmose, podendo
também ser utilizado em estudos epidemioldgicos, programas de controle e animais com
movimentagao internacional.

Analisando a prevaléncia obtida com cELISA, cELISA-PR1 e IFI, analisando 245
soros de bovinos naturalmente infectados com A. marginale da regidao de Londrina, obteve-se
prevaléncia de 76,73%, 77,55% e 81,63% respectivamente. Resultados que devem ser
considerados observando-se os coeficientes de concordancia kappa obtidos pelos testes, onde

a prevaléncia dos cELISA e cELISA-PR1 sdo bastante proximas.
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O trabalho realizado por Torioni de Echaide et al. (1998), comparando o cELISA,
(KNOWLES et al., 1996) utilizou nPCR como padrao ouro, que foi capaz de detectar 30
eritrocitos infectados por mL de sangue bovino, permitindo detectar baixos niveis de
parasitemia em animais portadores saos.

O desempenho do cELISA-PR1 ao ser comparado com o cELISA demonstrou alta
concordancia, permitindo concluir que a rMSP5-PR1 utilizada na padronizagdo apresenta
propriedades similares aquelas do isolado Florida, por apresentar uma identidade de 98% na
analise de seqiienciamento, dando suporte para sua utilizacdo em sistema de diagnostico
sorologico de cELISA. Estes dados sugerem seu emprego a exemplo da rMSP5-MBP,
utilizada no diagnéstico de anaplasmose em caprinos infectados com Anaplasma ovis
(NDUNG'U et al., 1995), em bovinos infectados com A. marginale, onde apresentou
especificidade de 96 a 100% (KNOWLES et al., 1996).

O cELISA (KNOWLES et al., 1996) tem demonstrado ser capaz de identificar
animais soro-positivos e portadores sdos, ao apresentar 95% de identidade com nPCR. Os
resultados obtidos com cELISA-PR1 permite inferir que este teste também teria a capacidade
semelhante em detectar portadores sdos, porém estudos envolvendo nPCR, hibradacdo seriam
necessarios para confirmar tal hipdtese, evidenciada pelo alto kappa, sensibilidade e
especificade apresentadas com o cELISA.

O emprego da IFI no diagnostico da anaplasmose tem sido feito em diversas
regides do mundo para avaliagio de vacinagdio (MELENDEZ et al., 2003), determinar
prevaléncia (DIAZ et al, 2003; TAMASAUKAS et al., 2000; ALFARO et al., 1998;) e no
Brasil (MADRUGA et al., 2000; ARAUJO et al., 1998; VIDOTTO et al., 1995a;
MADRUGA et al., 1986), onde diferentes niveis de fluorescéncia, fluorescéncia inespecifica,
(GOFF; JOHNSON; KUTTLER, 1985), baixa qualidade da amostra, fadiga do operador e
resultados influenciados pela subjetividade do operador tém dificultado a sua padronizacao
(BOSE et al., 1995).

Estudos comparativos anteriores entre a IFI e o cELISA apresentaram A= 0,57"
(moderado 0,41 a 0,60), sensibilidade de 77,7%, especificidade de 84,3% sugerindo que
sejam observados os resultados da IFI com cautela (MARANA et al., em andamento), embora
no presente trabalho foram obtidos melhores resultados ao se comparar a IFI com o cELISA,
quando a IFI obteve & = 0,699 (substancial 0,61 a 0,80) no estudo com soros de area
endémica, e £ = 0,978 ao se analisar soros positivos e negativos. A prevaléncia da regido Sul
do Brasil foi avaliada e os resultados apresentados pela IFI (81,63%) comparada ao cELISA

(76,73%) mostraram-se superiores, fato que sugere observacdo cautelosa ao se analisar os
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dados utilizando-se desta técnica, pois pesquisando soros de bovinos com anaplasmose,
apresentou 96,3% de sensibilidade e 69,1% de especificidade, sugerindo resultados falso-
positivos. Resultados que enfatizam o emprego de cELISA para a obtencao de resultados mais
precisos, aqui sendo observado que o cELISA-PRI1 apresentou k£ = 0,956, quando comparado
ao cELISA.

O uso destes testes no diagnostico sorologico da anaplasmose, com o auxilio da
coloracdo de Giemsa (OIE, 2004) tem identificado o agente (FIGUEROA et al., 1993) em
animais com quadro agudo e a PCR tem se mostrado eficiente na deteccdo do 4. marginale
presente em animais portadores sdos, reservatorios do agente (TORIONI de ECHAIDE et al.,
1998), sendo um risco constante nos rebanhos de areas de instabilidade enzodtica e nas areas
onde ndo ha anaplasmose, como na avaliagcdo da soroprevaléncia (DREHER et al., 2005).

O cELISA-PRI1 testado no presente trabalho apresentou £ = 0,993, especificidade
de 100 % e sensibilidade de 99,3%, com uma concordancia de 98,37%, ao se analisar soros de
animais negativos e positivos. Estes resultados foram superiores aos obtidos por Molloy et al
(1999) que verificaram 99,5% de especificidade, 98,0% de sensibilidade, e 91,5% de
concordancia em bovinos australianos. O cELISA-PR1, analisado soros de area endémica, ao
ser comparado com o cELISA, apresentou um k& = 0,956, especificidade de 96,7% e
sensibilidade de 98,9%, mostrando-se superior a outros testes comparados com cELISA,
valores superiores aos obtidos ao analisar 757 soros coletados de animais de areas endémicas
quando apresentaram concordancia de 91,5% com k= 0,73 (Tabela 1) .

Embora a OIE (2004) aponte que o cELISA apresente resultados mais precisos, a
rMSP5 também tem sido utilizada em testes de ELISA indiretos. Reyna-Bello et al. (1998)
utilizaram o isolado venezuelano Téchira de 4. marginale, mas ndo apresentou resultados de
sensibilidade e especificidade, pois ndo analisou o teste comparando-o frente a outro sistema
de diagndstico, como o IFI ou o cELISA. Barros et al. (2005) utilizaram a rtMSP5 de isolado
brasileiro em sistema de ELISA indireto analisando a anaplasmose no Estado da Bahia, no
Brasil, mas comparado com ELISA indireto com antigeno bruto ndo apresentou diferenca
significativa nos resultados, apresentando ambos 98% de soropositividade, mas correlagdo de
0,98, concluindo que o sistema utilizando antigeno bruto possui um antigeno com menor
complexidade utiliza uma execugdo em tempo menor, ao realizar a adsor¢ao por 90 minutos a
37°C, enquanto outros sistemas, como cELISA, apresentam adsorcdo dutrante uma noite a
4°C. Mas ao comparar o ELISA indireto, adsorvido com antigeno cru, com o cELISA, que
utiliza proteina recombinante, deve ser avaliada a presenca de outros antigenos de eritrécitos,

que possam interferir nos resultados, embora nao tenham apresentado diferenca estatistica.
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Torioni de Echaide et al. (2005) utilizaram rMSP5 em sistema de ELISA indireto
para diagnosticar a presenca de anticorpos anti-A. marginale no leite de vaca, comparando a
performance do teste com PCR, cELISA e Teste de Aglutinagdo. O ELISA indireto
apresentou 98% de especificidade frente ao PCR, o cELISA apresentou 97% e o Teste de
Aglutinagdo 91%, para k = 0,919 para o PCR, 0,899 para o cELISA e 0,888 para o teste de
Aglutinacdo. Como o ELISA indireto apresentou um k= 0,899 quando comparado com o
cELISA, cELISA-PR1 também poderia ser utilizado na pesquisa de anticorpos contra A.
marginale em leite de vacas, observando que os resultados obtidos neste trabalho foram
superiores.

Knowles et al. (1996) analisando testes de diandstico soroldgico utilizando
anticorpo monoclonal ANAF16C1 especifico para MSP5 obtiveram especificidade de 100%
infectados com A. marginale. Torioni de Echaide et al. (1998) encontraram sensibilidade de
96% e especificidade de 95% para animais portadores sdos quando analisados frente ao
nPCR. Estes dados permitem relacionar ao cELISA-PR1 para o pesquisa de portadores saos.

O emprego da proteina recombinante MSPla no ELISA indireto tem sido
justificada por sua presenga nos isolados estudados (ARAUJO et al., 2005), mas apresenta
como um marcador de caracterizagdo filogeografica no isolado de A. marginale, o que pode
influenciar nos resultados dos testes de diagnostico, pois apresenta diferentes nimeros de
repeticdes de seqiliéncias de nucleotidios (de la FUENTE et al., 2004), devendo ser analisado
criteriosamente quanto a possiveis alteracdes no reconhecimento da proteina de diferentes
isolados. A proteina recombinante MSP2 também tem sido estudada como antigeno em testes
de ELISA (ARAUIJO et al., 2005), mas ndo se encontra conservada em todos os isolados
estudados (KANO et al., 2002), o que pode resultar em diagnéstico incerto. A rMSP5 nao
apresenta o problema, ¢ codificada por um unico gene, apresenta-se conservada em todos os
isolados estudados e ¢ adequada para testes de diagnostico (VISSER et al., 1992), justificando
a emprego da rMSP5-PR1 em teste de diagnostico.

5. Conclusao

Pode-se concluir, com bases nos resultados apresentados € comparagdo com o0s
demais resultados da literatura, que o teste cELISA-PR1 apresentou uma performance
compativel com o cELISA, com k = 0,98, superior aqueles alcangados em outros trabalhos,
inclusive utilizando o ELISA indireto, podendo ser utilizado durante a infec¢do aguda, para
diagnosticar animais persistentemente infectados, levantamentos soroldgicos, em programas

de controle, programas de transferéncia internacional de bovinos e vacinagdo. A IFI testada
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obteve bons resultados, sugerindo sua utilizagdo em diagnéstico epidemioldgico e controle
regional da anaplasmose.

A clonagem e produgdo da proteina recombinante MSP5 (rMSP5-PR1) do isolado
A. marginale PR1 da regido de Londrina, Parani, foi obtida a partir de plasmidio
recombinante pRSETg / msp5. A proteina produzida foi empregada na padronizacio e
avaliacdo do teste imunoenzimatico por competigdo com rMSP5-PR1 (cELISA-PR1),
apresentando um k£ = 0,993 ao se analisar soros bovinos positivos e negativos, obtendo
100,0% de especicificidade e 99,3% de sensibilidade. Ao se comparar empregando-se soros

de area endémica obteve k= 0,956, especificidade de 96,7% e sensibilidade de 98,9%.

Referéncias

ALFARO, C.; BENITEZ, M. T.; GARCIA, F.; VALLE, A. Epidemiologia de la
anaplasmosis bovina en el estado Monagas. Asociacion com factores extrinsecos e intrisecos
del hospedador. Vet. Trop., v. 23, n. 1, p. 65-79, 1998.

ALLEMAN, A. R.; PALMER, G. H.; McGUIRE, T. C.; McCELWAIN, T. F.; PERRYMAN,
L. E.; BARBET, A. F. Anaplasma marginale Major Surface Protein 3 is encoded by a
polymorphic, multigene family. Infect. Immuni, v. 65, n.1, p. 156-163. 1997.

ALONSO, M.; ARELLANO-SOTA, C.; CERESER, V. H.; CORDOVES, C. O,
GUGLIIELMONE, A. A.; KESSLER, R.; MANGOLD, A. J.; NARI, A.; PATARROYO, J.
H.; SOLARI, M. A.; VEGA, C. A.; VIZCAINO, O.; CAMUS, E. Epidemiology of bovine
anaplasmosis and babesiosis in Latin America and the Caribean. Rev. Sci. Tech.Off. Int.
Eppiz.,v. 11, p. 713-733. 1992.

AMERAULT, T.E.; ROSE J.E.; ROBY T.O. Modified card agglutination test for bovine
anaplasmosis: evaluation with serum and plasma from experimental and natural cases of
anaplasmosis. Proc. U.S. Anim. Health Assoc., v. 76, p. 736-744. 1972.

ARAUIJO, F. R.; MELO, V. S. P.; RAMOS, C. A. N.; MADRUGA, C. R.; SOARES, C. O;
KESSLER, R. H.; ALMEIDA, N. F.; ARAUJO, G. S.; ALVES, L. C.; TORRES Jr.,R. A. A ;
FRAGOSO, S. P.; ARAUCO, P. R. C.,, BACANELLI, G.; OLIVEIRA, M. B.; SANTOS, L.
R. Development of enzyme-linked immunosorbent assays base don recombinant MSP1a and
MSP2 of Anaplasma marginale. Mem. Inst Oswaldo Cruz, v. 100, n. 7, p. 765-769. 2005.

ARAUIJO, F. R., MADRUGA, C. R, LEAL, C. R. B, SCHENK, M. A. M., KESSLER, R.
H., MARQUES, A. P. C., LEMAIRE, D. C. Comparison between enzyme-linked
immunosorbent assay, indirect fluorescent antibody and rapid conglutination tests in detecting
antibodies against Babesia bovis. Vet. Parasitol., n. 74, p. 101-108, 1998.

ARAUJO, FR.; LEAL, C.R.B.; MADRUGA, C.R.; MIGUITA, M.; CARVALHO, E.L.L.
Levantamento soroldgico para Anaplasma marginale em duas microrregides do estado da
Bahia. Rev. Bras. Parasitol. Vet., v.4,n. 2, supl. 2, p. 188, 1995. Resumo.

ALTSCHUL, S.F., GISH, W., MILLER, W., MYERS, E.W., LIPMAN, D.J. Basic local
alignment search tool. J. Mol Biol., v. 215, p. 403-410. 1990. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.




45

ALTSCHUL, S.F., MADDEN, T.L. SCHAFFER, A.A., ZHANG, J., ZHANG, Z., MILLER,
W., LIPMAN, D.J. Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database
search programs. Nucl. Acids Res., v. 25, p. 3389-3402. 1997. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/),

BARBET, A. F.,, YL, J.; LUNDGREN, A. M.; MCEWEN, B. R.; BLOUIN, E. F., KOCAN,
K. M. Antigenic variation of Anaplasma marginalel: Major Surface Protein 2 diversity
during transmission between ticks and cattle. Infect. Immun., v. 69, n. 5, p. 3057-3066. 2001.

BARROS, S. L.; MADRUGA, C. R.; ARAUJO, F. R.; MENK, C. F.; ALMEIDA, M. A. O.
de; MELO, E. P. S.; KESSLER, R. H. Serological survey of Babesia bovis, Babesia bigemina
and Anaplasma marginale antibodies in cattle from semi-arid region of state of Bahia, Brazil,

by enzyme-linked immunosorbent assays. Mem. Inst. Oswaldo Cruz, v. 100. ;n. 6, p. 513-
517. 2005.

BOSE, R.; JORGENSEN, W.K.; DALGLIESH, R.J.; FRIEDHOFF, K.T.; de VOS, A.J.
Current state and future trends in the diagnosis of babesiosis. Vet. Pasasitol., n. 57, p. 61-74,
1995.

BOWLES, P. M.; MOLLOY, J. B.; SINGH. S.; MABIKACHECHE, L G. Evaluation of a
commercial available ELISA kit for detection of antibodies to Anaplasma marginale and

Anaplasma centrale in cattle in Australia and Zimbabwe. Onderstepoort J. Vet. Res., v. 67, p.
83-87. 2000.

BRADFORD, M. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities
of protein utilizing the principle of protein-dye biding. Anal. Biochem., n. 12, p. 248-234,
1976.

BRAYTON, K. A.; PALMER, G. H.; LUNDGREN, A.; YL, J.; BARBET, A. F. Antigenic
variation of Anaplasma marginale msp2 occurs by combinatorial gene conversion. Mol.
Microbiol., v.43,n. 5, p. 1151-1159. 2002.

DEAN, A. G., DEAN, 1. A., BURTON, A.H. EPI INFO version 6.04: a world processing
data base and statistic program for epidemiology on microcomputers. Atlanta, Georgia, USA:
Center for Disease Control, 1992, 302 p. Disponivel em http//:www.cdc.gov.

de la FUENTE, J.; PASSOS, L. M. F., VAN DEN BUSSCHE, R. A.; RIBEIRO, M. F. B.;
FACURY-FILHO, E. J. ; KOCAN, K. M. Genetic diverty and molecular phygeny of
Anaplasma marginale isolates from Minas Gerais, Brazil. Vet. Parasitol., v. 121, p. 307-316.
2004.

de la FUENTE, J.; VAN DEN BUSSCHE, R.A.; KOCAN, K.M. Molecular phylogeny and
biogeography of North American isolates of Anaplasma marginale (Rickettsiaceae:
Ehrlichieae). Vet. Parasitol., v. 97, p. 65-76. 2001b.

DIAZ, D.; VALERA, Z.; ANDRADE. D.; PARRA, O.; ESCALONA, F.; RAMIREZ, R.
Prevalencia de Anaplasma marginale em bovinos del sector le Pifiata, Municipio La Cafiada
de Urdaneta, Estado Zulia, Venezuela. Revista Cientifica, FCV-LUZ, v. 13, n. 3, p. 193-198.
2003.

DREHER, U. M.; HOFMANN-LEHMANN, R.; MELL M. L.; REGULA, G.; CAGIENARD,
A.Y.; STARK, K. D. C.; DOHERR, M. G.; FILLI, F.; HASSIG, M.; BRAUN, U.; KOCAN,
K. M.; LUTZ, H. Seroprevalence of anaplasmosis among cattle in Switzerland in 1998 and
2003: No evidence of an emerging disease. Vet. Microbiol., v. 107, p. 71-79. 2005.

DUMLER, J. S., BARBET, A. F., BEKKER, C. P. J.,, DASCH, G. A., PALMER, G. H.,
RAY, S. C., RIKIHISA, Y., RURANGIRWA, F. R. Reorganization of genera in the families
Rickettiaceae and Anaplasmataceae in the order Rickettsiales: unification of some species of



46

Ehlrlichia with Anaplasma, Cowdria with FEhrlichia and FEhrlichia with Neorickettsia,
descriptions of six new species combinations and designation of Ehrlichia equi and ‘HGE
agent’ as subjective synonyms of FEhrlichia phagocytophila. Intl. J. Syst. and Evol.
Microbiol., n. 51, p. 2145-2165. 2001.

ERIKS, [.S.; STILLER,D.; PALMER,G.H. Impact of persistent Anaplasma marginale
rickettsemia on tick infection and transmission. .J. Clin. Microbiol., v. 31, p. 2091-2096.
1993.

EWING B, GREEN P: Basecalling of automated sequencer traces using phred. II. Error
probabilities. Genome Research, v. 8, p. 186-194, 1998. Disponivel em: www.phrap.org.

EWING, B.; HILLIER, L.; WENDL, M.; GREEN, P. Basecalling of automated sequencer
traces using phred. I. Accuracy assessment. Genome Research, v. 8, p. 175-185, 1998.
Disponivel em: www.phrap.org.

FIGUEROA, J. V., CHIEVES, L. P, JOHNSON, G. S., BUENING, G. M. Multiplex
polymerase chain reaction based assay for the detection of Babesia bigemina, Babesia bovis
and Anaplasma marginale DNA in bovine blood. Vet. Parasitol., v. 50, p. 69-81, 1993.

GOFF, W.L.; JOHNSON, W.C.; KUTTLER, K.L. Development of an indirect fluorescence
antibody test, using microfluorometry as a diagnostic test for bovine anaplasmosis. Am. J.
Vet. Res., v.46,n.5, p. 1080-1084, 1985.

GOFF, W. 1; WINWARD, I. D. A modified indirect fluorescent test for the diagnosis of
Anaplasma marginale infection in cattle: comparison with complement fixation and card
agglutination. Proc. Int. Symp. World Assoc. Vet. Lab. Diag.,v. 3, p. 665-672. 1983.

GORDON, D. "Viewing and Editing Assembled Sequences Using Consed", in Current
Protocols in Bioinformatics,A. D. Baxevanis and D. B. Davison, eds, New York: John Wiley
& Co., 2004, v. 11, n. 2, p.1-11.2.43. Disponivel em: www.phrap.org.

GORDON D, DESMARAIS C, GREEN P: Automated finishing with Autofinish. Genome
Res., v. 11, p. 614-625, 2001. Disponivel em: www.phrap.org.

GORDON, D.; ABAIJIAN, C.; GREEN, P. Consed: a graphical tool for sequence finishing.
Genome Res., v. 8, p. 195-202, 1998. Disponivel em: www.phrap.org.

GRISI, L.; MASSARD, C. L.; BORJA, G. E. M.; PEREIRA, J. B. Impacto economico das
principais ectoparasitoses em bovinos no Brasil. Hora Veterindria, v. 21, p. 8-10. 2002.

KANO. S. F., VIDOTTO, O., PACHECO, R. C., VIDOTTO, M. C. Antigenic
characterizations of Anaplasma marginale isolates from different regions of Brazil. Vet
Microbiol., v. 87, p. 131-138, 2002.

KESSLER, R. H.; SCHENK M. A. M.; MADRUGA, C. R.; SACCO, A. M. S.; MIGUITA,
M.. Tristeza parasitaria dos bovinos (TPB) p. 1-30. IN: FURLONG, J.; CHARLES, T. P.
Doengas parasitarias dos bovinos de Leite. Coronel Pacheco: EMBRAPA-CNPGL, 1992

KNOWLES, D.P., TORIONI DE ECHAIDE, S., PALMER G.H., McGUIRE T.C., STILLER
D., McELWAIN T.F., Antibody against Anaplasma marginale MSP-5 epitope common to

tick and erythrocyte stages identifies persistently infected cattle. J. Clin. Microbiol., v. 34, p.
2225-2230, 1996.

KREIER, J. P.; RISTIC, M. The biology pof hemotrophic bacteria. Ann. Rev. Microbiol., v.
35, p. 325-38, 1981.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=9521922
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=9521922
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=9521921
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=9521921
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=11282977
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?holding=npg&cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=9521923&dopt=Abstract

47

MADRUGA, C. R., KESSLER R. P., SCHENK, M. A. M. A conglutination test for rapid
detection of antibodies against Babesia bigemina. Pesq. Vet. Bras., v. 20, n. 4, p. 161-166,
out/dez. 2000.

MADRUGA, C.R.; HONER, M.R.; ANDREOTTI, R.; ARAUJO, F.R.; SANTAREM, V.
Prevaléncia de Anaplasma marginale em trés regides do estado da Paraiba. In: Congresso

Internacional de Medicina Veterindria em Lingua Portuguesa, 6, 1994. Salvador, BA.
Anais... Salvador, 1994, p. 350-352.

MADRUGA, C.R.; KESSLER, R.H.; SACCO, A.M.S.; JESUS, E.F. de & MIGUITA, C.T.
Producdao de antigenos e andlise preliminar do teste de Imunofluorescéncia Indireta para
diagnostico de anticorpos contra Anaplasma marginalee. EMBRAPA/CNPGC, 1986 (
Pesquisa em andamento n° 31) .

MARANA, E.R.M.; ALFIERI, A. A.; ANDRADE, G. M.; GARCIA, J. L.; FREIRE, R. L.;
VIDOTTO, O. Comparagdo dos Testes Soroldgicos de Imunofluorescéncia Indireta,
Conglutinagao Répida, ELISA indireto e ELISA de Competi¢do para detecgdo de anticorpos
contra Anaplasma marginale em soros de diferentes areas enzodticas. Em andamento.

MELENDEZ, R. D.; BENITEZ, M. T.; NICCITA, G.; MORENO, J., PUZZAR, S.;
MORALES, J. Humoral immune response and hematologic evaluation with Anaplasma
centrale. Vet. Microbiol., v. 94, p. 335-339. 2003.

MOLLOY, J. B.; BOWLES, P. M.; KNOWLES, D. P.; McELWAIN, T. F.; BOCK, R. E.;
KINGSTON, T. G.; BLIGHT, G. W.; DALGLIESH, R. J. Comparison of a competitive
inhibition ELISA and the card agglutination test for detection of antibodies to Anaplasma
marginale and Anaplasma centrale in cattle. Aust. Vet. J.,v. 77, n. 4, p. 245-249. Apr. 1999.

NIELSEN, K.; SMITH, P.; GALL, D.; de ESHAIDE, S.T.; WAGNER, G.; DAJER, A.
Development and validation of an indirect enzyme immunoassay for detection of antibody to
Anaplasma marginale in bovine sera. Vet. Parasitol., v. 67, p. 133-142. 1996.

NDUNG’U, L. W., AGUIRRE, C., RURANGIRWA, F. R., McELWAIN, T. F., McGUIRE,
T. C., KNOWLES, D. P., PALMER, G. H. Detection of Anaplasma ovis infection in goats by

major surface protein 5 competitive inhibition enzyme-linked immunosorbent assay. J. Clin.
Microbiol., v. 33, n. 3, p. 675-679. Mar. 1995.

OBERLE, S.M., PALMER G.H., BARBET A.F. Expression and imnune recognition of the
conserved MSP-4 outer membrane protein of Anaplasma marginale Infect. Immun., v. 61, p.
5245-5251.1993.

O.LE. WORLD ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH. Bovine Anaplasmosis. In:
McElwain, T.F. (ed) Manual of diagnostic tests and vaccines for terrestrial animals 5" ed.
Paris, OIE, 2004Part 2, Sec 2.3, Cap. 2.3.7. Disponivel em: http:/www. oie.int.hs2/report.asp?
acesso em 18.09.2004.

OLIVEIRA, J. B.; MADRUGA, C. R.; SCHENK, M. A. M.; KESSLER, R. H.; MIGUITA,
M.; ARAUJO, F. R. Antigenic characterization of Brazilian isolates of Anaplasma
marginale. Mem, Inst. Oswaldo Cruz, v. 98, n. 3, p. 395-400. 2003.

OLIVEIRA, A.A.; PEDREIRA, P.A.S.; ALMEIDA, M.P.R.S de; De OLIVEIRA, A.A.; De
ALMEIDA, M.P.R.S. Doencas de bezerros. II. Epidemiologia da anaplasmose no estado de
Sergipe. Arg. Bras. Med. Vet. Zoo., v.44,n. 5, p. 377-386. 1992.

PALMER, G. H.; EID, G.; BARBET, A. F.; McGUIRE, T. C.; McELWAIN, T. F. The
immunoprotetive Anaplasma marginale major surface protein 2 is encoded by a polymorphic
multigene family. Infect. Immun., v. 62,n. 9, p. 3808-3816, 1994.




48

PALMER, G.H. Anaplasma vaccines. In: [.G. WRIGHT (Ed.) Veterinary Protozoan and
Hemoparasite Vaccines. Boca Raton: CRC Press, 1989. p 1-29.

REYNA-BELLO, A.; CLOECKAERT, A.; VIZCAINO, N.; GONZATTI, M. L; ASO, P. M.;
DUBRAY, G.; ZYGMUNT, M. S. Evatuation of an enzyme-linked immunosorbent assay
using recombinant major surface protein 5 for serological diagnosis of bovine anaplasmosis in
Venezuela. Clin. Diagnost. Lab. Immunol., v.5,n. 2, p. 259-262. Mar. 1998.

ROSE, J.E.; AMERAULT, T.E.; ROBY, T.O.; MARTIN, W.H. Serum levels of conglutinin,
complement, and immunoconglutinin in cattle infected with Anaplasma marginale. Am. J.
Vet. Res., v.39,n. 5, p. 791-793, 1978.

SAMBROOK, J.; FRITSCH, E. F.; MANIATIS, T. Molecular Cloning: a laboratory manual.
2% ed. New York: Cold Spring. 1989. 3 v.

TAMASAUKAS, R.; AGUIRRE, A.; RON, J; ROA, N.; COBO, M. Tetralogia
hemoparasitariaen alunas fincas bovinas del Municipio Santa Rita, Estado Guadrico,
Venezuela. Ver. Fac. Cs. Vets., v.41,n. 4, p. 101-108. 2000.

TEBELE, N.; PALMER,G.H. Crossprotective immunity between the Florida and a
Zimbabwe stock of Anaplasma marginale. Trop. Anim. Hith. Prod.; v. 23, p.197-202. 1991.

TORIONI DE ECHAIDE S.; BONO, M. F.; LUGARESI, C.; AGUIRRE, N.; MANGOLD,
A.; MORETTA, R.; FARBER, M.; MONDILLO, C. Detection of antibodies against
Anaplasma marginale in milk using a recombinant MSPS5 indirect ELISA. Vet. Microbiol., v.
106, p. 286-292, 2005.

TORIONI DE ECHAIDE S.; KNOWLES D.P.; McGUIRE T.C.; PALMER G.H.; SUAREZ
C.E.; McELWAIN T.F. Detection of cattle neturally infected with Anaplasma marginale in a
region of endemicity by nested PCR and competitive enzyme linked immunosorbent assay
using recombinant major surface protein-5. J. Clin. Microbiol., v. 36, p. 777-782. 1998.

TOWBIN, H.; GORDON, H. Immunoblotting and dot immunoblotting: current status and
Outlook. J. Immunol. Methods., v. 72, p. 313-340. 1984.

VIDOTTO, M.C.; VIDOTTO, O.; ANDRADE, G.M.; PALMER, G.H.; McELWAIN, T.
KWOLES, D.C. Seroprevalence of Anaplasma marginale on cattle in Parana State, Brasil, by
MSPS5 competitive inhibition ELISA. Ann.N. Y. Acad. Sci., v. 849, p. 424-426. 1998.

VIDOTTO, O; YAMAMURA, M.H.; ANDRADE, G.M.; BARBOSA, C. da S.; FREIRE,
R.L.; VIDOTTO, M.C. Ocorréncia da Babesia bigemina, B. bovis, ¢ Anaplasma marginale
em rebanhos de bovinos leiteiros da regido de Londrina, PR. Rev. Bras. Parasitol., Vet. v. 4,
n. 2, supl. 2, p. 184, 1995a. Resumo.

VISSER, F.S. McGUIRE T.C. PALMER G.H., DAVIS W.C., SHKAP V., PIPANP E.,
KNOWLES D.P. The Anaplasma marginale MSP-5 gene encodes a 19 kilodalton protein

conserved in all recognized Anaplasma species. Infection & Immunity,. v. 60, p. 5139-5144.
1992.




49

Tabela 1. Resultados do cELISA-PRI1 e IFI com soros de bovinos positivos naturalmente
infectados e de area livre de infec¢do com A. marginale frente co cELISA.
cELISA

positivo  negativo  Total

cELISA-PR1 positivo 147 0 147
negativo 1 135 136
IFI positivo 145 0 145
negativo 3 135 138
Total 148 135 283

Tabela 2. Resultados do cELISA-PR1 e IFI com soros de bovinos naturalmente infectados
com A. marginale da regido Londrina, Norte do Parana.
cELISA

positivo  negativo  Total

cELISA-PR1 positivo 188 2 190
negativo 2 53 55

IFI positivo 183 17 200
negativo 7 38 45

Total 190 55 245
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Tabela 3. Validagdo do cELISA-PR1 e IFI com os resultados da sorologia de bovinos

comparados com o cELISA, como teste ouro.

cELISA cELISA-PR1 IFI

Concordancia 98.37% 93,7%
Sensibilidade 98.,9% 96,3%
Especificidade 96,4% 69,1%
Valor Preditivo Positivo 98,9% 91,5%
Valor Preditivo Negativo 96,4% 84,5%
kappa 0,956%" 0,699°

kappa (k) — coeficiente kappa (<0,0 a 1,0); P = pobre: 0,0 — 0,20; R
= razoavel: 0,21 — 0,40; M = moderado: 0,41 — 0,60; S =

substancial: 0,61 — 0,80; QP = quase perfeito: 0,81 — 1,00.
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Figura 1. Plasmidio recombinante pRSET/msp5 visualizado em gel de agarose 1% apos
clivagem com a enzima de restricdo BamHI. 1: pRSETg (vetor) sem clivar; 2: vetor clivado
com BamHTI; 3: pPRSETg/msp5 nao clivado; 4: pRSETg /msp5 clivado com BamHI; 5: PCR de
pRSETg/msp; 6: Padrao de massa molecular 1Kb (GIBCO BRL®).
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Figura 2. Proteina rMSP5-PR1 de A. marginale purificada sob condigdes hibridas em coluna
de Resina de Niquel. A- SDS-PAGE 12% corado com Comassie blue, coluna 1: padrdo de
massa molecular (Proteina Bench Mark - INVITROGEN®); coluna 2: lisado da E. coli BL21
Star DE3; coluna 3: E. coli BL21/ pRSETg.msp5 sem inducdo de IPTG; coluna 4: E. coli
BL21/ pRSETg.msp5 com inducdo de IPTG; coluna 5: rMSP5-PR1 eluida. B-Western
blotting, a rMSP5-PR1 foi reconhecida pelo anticorpo monoclonal ANAF16C1-HRPO:
coluna 1: corpusculo inicial da cepa Florida (19kDA); coluna 2: E. coli BL21/pRSETg.msp5
sem inducdo de IPTG; coluna 3: E. coli BL21/pRSETg.msp5 com indugdo de IPTG; coluna 4:
lisado de E. coli BL21/ pRSET-msp35; coluna 5: rtMSP5-PR1 purificada (31 kDa).
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Figura 3. Western blotting da rMSP5-PR1 com anticorpos policlonais de bovinos
naturalmente e experimentalmente infectados e de coelho inoculado com rMSP5-PRI.
Colunas 1 e 4: soro bovino negativo para A. marginale; coluna 2: soro bovino inoculado
experimentalmente com o isolado de A. marginale PR1; colunas 3 e 5: soro bovino positivo
para A. marginale naturalmente infectado; coluna 6: soro de coelho experimentalmente

inoculado com rMSP5r-PR1 de 4. marginale.
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Figura 4. Percentagem de inibi¢do observada pelo cELISA-PR1 ao serem avaliados 135 soros
bovinos negativos, oriundos de Santa Vitoria do Palmar, RS, com porcentagem de inibi¢ao
menor que 27%, e 148 soros de bovinos positivos naturalmente infectados por 4. marginale
identificados pelo cELISA, com porcentagem de inibigdo maior ou igual a 27%, identificando

apenas um soro com valor inferior a 27% de inibicao.
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RESUMO

Foi determinada a prevaléncia de Anaplasma marginale em 223 soros de bovinos com idade
maior ou igual a dois anos, das Regionais da SEAB-PR de Ponta Grossa, Guarapuava e
Laranjeiras do Sul, Regido Centro—Sul do Estado do Parand. O teste imunoenzimatico de
competicdo PR1 (cELISA-PR1) foi utilizado para determinar a presenca ou auséncia de
anticorpos anti-Anaplasma. Do total de soros bovinos examinados, 130 (58,74%) mostraram-
se positivos ao teste cELISA-PR1, uma percentagem significativa dos animais, sendo uma
regido de instabilidade enzootica, estando susceptivel a infec¢do pelo 4. marginale e
desenvolver anaplasmose. As caracteristicas de tipo de exploracdo da propriedade, sistema de
criacdo, manejo ¢ forma de comercializagdo dos animais foram avaliadas. A analise estastitica
ndo demonstrou haver diferenca significativa entre as variaveis estudadas e a positividade nos
animais.

Palavras-chave: Anaplasma marginale. cELISA. Soroprevaléncia. Bovino. Parana.



58

ABSTRACT

Anaplasma marginale prevalence was determined in 223 sera samples in 2-year old or older
cattle, from the Center-South Region in the State of Parana: Ponta Grossa, Guarapuava and
Laranjeiras do Sul regions; through survey of antibodies IgG class against Anaplasma
marginale through immune-enzymatic assays by cELISA-PR1 competition. From all the
cattle sera examined, 130 (58,74%) reacted to cELISA-PR1 test, a significant percentage of
animals, being this a region of enzootic instability, susceptible to infection by A. marginale
and development of anaplasmosis. The kind of exploration in the property, the breeding and
handling system, the presence of other animals (ovine/caprine, horses, wild animals), and
means of commercialization of animals were analyzed. The statistical analysis showed that

there were no significant differences among the analyzed variables.

Keywords: Anaplasma marginale. cELISA. Seroprevalence. Cattle. Parana.
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1. Introducao
A anaplasmose bovina ¢ uma doenga causada pelo Anaplasma marginale (ordem

Rickettsialles, familia Anaplasmataceae) (DUMLER et al., 2001), esta afeta principalmente
regides tropicais e subtropicais (KREIER; RISTIC, 1981) causando anemia, ictericia, perda
de peso, aborto e mortes. Isto acarreta perdas econdmicas na bovinocultura de carne e de leite

(PALMER, 1989) podendo alcangar 500 milhdes de dolares anualmente (GRISI et al., 2002).

Virios estudos de diagnostico soroldgico tém sido realizados buscando detectar a
presenca da anaplasmose bovina em diferentes regides do mundo, varios testes foram
empregados no diagnostico e varias comparagdes foram realizadas entre eles, como Fixagdo
de Complemento (FC) (RODGERS et al., 1994), Teste Aglutinagao do Cartao (TAC) (PEREZ
et al, 1994), Imunofluorescéncia Indireta (IFT) (FRAGADA; CORDOVES; PUENTES, 1991)
e ELISA (NIELSEN et al., 1996), TAC e IFI (KNOWLES et al, 1982), FC, TAC e IFI
(BUNDY; HYLTON; WAGNER, 1983), IFI e ELISA (JONGEJAN et al, 1988), cELISA
(KNOWLES et al., 1996), cELISA e TAC (MOLLOY et al., 1999).

No Brasil, os estudos para estabelecer a prevaléncia da anaplasmose bovinanos
diferentes estados constataram que a infec¢do estd disseminada pelo pais, o que evidencia a
necessidade de desenvolvimento de melhores métodos de diagndstico e medidas de controle
para a doenca. Estes levantamentos utilizaram o Teste de Conglutina¢do Répida (TCR) onde
encontraram 97,6% de positividade nos animais da Bahia (ARAUJO et al.,, 1995), em
esfregaco sangiiineo (ES) encontraram 12,3% em Sergipe (OLIVEIRA et al., 1992), IFI com
98,% em Campina Grande, na Paraiba (MADRUGA et al., 1994), ELISA detectou 96,9% de
bovinos positiovos em regido de estabilidade enzodtica do Estado da Bahia (MADRUGA et
al., 2000) e cELISA que detectou 76,10% de animais com anaplasmose na regido de
Umuarama, Parana (YOSHIHRARA et al., 2003) e 77,55% na regido de Londrina, Parana
(MARANA et al, em andamento)

O cELISA utiliza como antigeno a proteina recombinante de 19 kDa do A.
marginale (MSP5), e o anticorpo monoclonal ANAF16C1 como conjugado (KNOWLES et
al., 1996). Isolados de 4. marginale de diferentes regides do Brasil foram analisados por
Western Blotting e a MSP5 se mostrou conservada em todos (KANO et al., 2002). Estudos
realizados em rebanhos de propriedades da regido de Londrina identificou 92,94% de animais
soropositivos, sugerindo que a regido de Londrina é uma éarea de estabilidade enzodtica
(ANDRADE et al., 2001). Estudos realizados em rebanhos de gado de corte da regido de
Umuarama, Estado do Parana, observaram (YOSHIHARA et al., 2003) que 76,10% dos

animais mostraram-se reagentes ao teste cELISA, sugerindo que esta regido apresenta-se
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como area de instabilidade enzodtica, pois 23,90% dos animais podem desenvolver
anaplasmose.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a prevaléncia da anaplasmose
bovina na Regido Centro-Sul do Parand utilizando o teste de ELISA competitivo com rMSP5-

PR1 (cELISA-PR1).

2. Material e Métodos
2.1. Regido estudada e Amostragem

O delineamento amostral foi elaborado pelo Departamento de Defesa Animal —
MAPA em colaboracdo com o Setor de Epidemiologia da Secretaria de Agricultura e
Abastecimento do Estado do Parana (SEAB), e foi realizado em duas etapas. Primeiro uma
selecdo aleatoria de um numero pré-estabelecido de propriedades, que representam as
unidades primarias de amostragem. Dentro das unidades primarias, com a finalidade de
terminar o estado sanitario do rebanho, foi amostrado de forma aleatéria um numero pré-
estabelecido de animais (unidades secundarias). Os soros bovinos foram colhidos e
armazenados no Laboratério de Microbiologia (Tabela 1) (Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva, UEL). Foram colhidos 1970 soros bovinos das Regionais da SEAB de
Ponta Grossa, Guarapuava e Laranjeiras do Sul, na regido Centro-Sul do Estado do Parana,
(Figura 1), dos quais foram amostrados 223 soros bovinos sorteados sistematicamente. O
tamanho da amostra foi calculado adotando-se uma prevaléncia de 80%, precisdo de 5% e

nivel de significancia de 5%.

2.2. Questionario
Para a obtenc¢do dos dados epidemioldgicos utilizou-se um questionario preenchido
no ato da coleta de cada amostra de sangue; para levantar informagdes sobre o ambiente de

producdo, produtos e sanidade da propriedade (Anexol).

2.3. ELISA de competicdo com o antigeno proteina recombinante rMSP5-PR1

Foi empregada a proteina rMSP-PR1 como antigeno segundo Knowles et al.
(1996) com modificagdes. A concentragdao da proteina utilizada foi 2 pg/100uL/cavidade. Os
soros controle e testes foram adsorvidos com lisado de E. coli BL21 Star (DE3) One Shot™
na concentragao de 0,22 pg/ml em tampao de conjugado (Salina tamponada de Fosfato de

Potassio 0,5M pH 7,2 - PPBS - com 1% de leite desnatado) em volumes iguais (120pul) e
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incubados por 30 minutos. O conjugado monoclonal ANAF16C1-HRPO anti-MSP5
produzido em camundongo foi adicionado na dilui¢ao de 1:12.000, em tampao de conjugado
pH 7,2 com 5% de leite desnatado e incubado por 10 minutos em temperatura ambiente sob
agitacdo e adicionados 100uL/cavidade do substrato o-fenilenediamina di-hidrocloridrico
(OPD — SIGMA P-6912) com peroxido de hidrogénio.

A determinagdo da porcentagem de inibicdo, representando um resultado positivo no
cELISA, foi obtida a partir de 135 soros negativos da regido livre de anaplasmose, Santa
Vitoria do Palmar, RS, abaixo do Paralelo 32°S, sendo determinada a partir da densidade
optica (DO) a 490 nm em leitor de ELISA Bio-Tek Instruments®, INC Modelo ELx 800)
com DO média de 0,890, com um desvio padrao (DP) de £0,018. Um valor de trés DP abaixo
da DO (0,647) representou 27% de inibigdo (MARANA, 2006). Os resultados foram
expressos como percentagem de inibigdo baseado na formula: 100 — [(DO499 média do soro

teste x 100)/ média da DO49¢ do controle negativo] (TORIONI DE ECHAIDE et al., 1998).

2.4. Analise estatistica:

Foram tabulados os dados das DOs dos soros-teste obtidos no cELISA em leitor de
ELISA, e calculadas as médias e submetidos a andlise estatistica pelo teste de Qui-Quadrado e
Odds Ratio, mediante o programa Epi Info versdo 6.04 (DEAN et al., 1994). Adotou-se 95%
de nivel de confianca. A andlise dedo perfil de estabilidade e instabilidade enzooética foi

efetuada segundo Mahoney e Ross (1972).

3. Resultados e discussao

Os 223 soros analisados (Tabela 1) apresentaram 131 soros positivos, resultando
numa prevaléncia de 130 (58,74%). Este valor foi menor que os 92,94% de Andrade et al.
(2001), 87,5% Vidotto et al. (1998) encontrados na regido de Londrina, no Norte do Estado do
Parana e 76,10% por Yoshihara et al. (2003) na regido de Umuarama, no Noroeste do Estado
do Parana utilizando o cELISA.

A. marginale possui a MSP5, a qual encontra-se altamente conservada nos isolados
de 4 marginale, A. centrale e A. ovis de varias regides geograficas (VISSER et al., 1992).
Kano et al. (2002) observaram sua presenca nos isolados Flérida, Mato Grosso do Sul, Sao
Paulo, Minas Gerais, Parand e Rio Grande do Sul. O cELISA-PR1 utilizou como antigeno a
rMSP5-PR1 do isolado PR1 de A. marginale, com ponto discriminativo com 27% de inibicao,

assim os 58,74% dos bovinos da regido Centro-Sul do Estado do Parand estudados foram
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soropositivos apresentando porcentagem de inibicdo > 27,11%. Estes resultados
demonstraram uma prevaléncia menor quando comparados a regido norte e noroeste do
Estado do Parand, provavelmente devido a diferencas de temperatura e umidade entre essas
regides, que poderiam interferir no desenvolvimento do vetor Boophilus microplus, sugerindo
regido de instabilidade enzootica de acordo com o critério estabelecido por Mahoney e Ross
(1972).

Diferentes autores, estudando o comportamento da anaplasmose bovina,
encontraram variagdes na taxa de prevaléncia, como de 1,17 a 2,49% na Suica (DREHER et
al, 2005), 0,89% nas regides aridas e montanhosas da Ardbia Saudita (EL-METENAWY,
2000), 31 a 37% nas regioes do semi-arido de Idaho (MAAS et al., 1986), oscilando entre 6%
a 32% em diferentes regides bolivianas (MAS et al, 2000), alcangando 80 a 99% nas regides
tropicais (PATARROYO; VIAS; GRANADO, 1978; KNOWLES et al., 1982; PAYNE;
OSORIO, 1990; COSSIO-BAYUGAR et al., 1997). Os 58,74% de prevaléncia, encontrados,
mostraram que, no ambiente subtropical da regido centro-sul do Estado do Parand, a
prevaléncia da anaplasmose bovina apresentou oscilagdo, mostrando valores mais baixos
quando comparados aqueles de regides tropicais do Estado.

No Brasil, estudos com soros bovinos do Norte Fluminense observaram que a
prevaléncia da anaplasmose bovino variou entre 88,57-92,94%, com diferenca significativa
entre os municipios de area de instabilidade enzodtica, (SOUZA et al., 2000). Na regiao de
estabilidade enzootica semi-arida do Estado da Bahia, em quatro municipios estudados foi
encontrado 94,8% e 97% de prevaléncia utilizando dois sistemas de ELISA (BARROS et al.,
2005). A regido Norte do Parana apresentou 67,38% dos bovinos positivos analisados pela IFI
(VIDOTTO et al., 1995) e 87,5% de bovinos positivos pelo cELISA (VIDOTTO et al., 1998).
A taxa de soroprevaléncia de 58,74% encontrada mostrou-se inferior aquelas encontradas em
outras regides do Brasil, demonstrando que a medida que se dirige ao sul do pais as
condi¢cdes climdticas vao se alterando e a prevaléncia da anaplasmose diminui. Observou-se
que em areas de instabilidade enzodtica a atengdo quanto da presenga da anaplasmose nos
rebanhos deve ser aumentada, pois a possibilidade de aumento nos custos de producao podem
aumentar por gastos com medicamentos, veterinarios e perda de animais acometidos de
anaplasmose.

Os resultados obtidos através da aplicacdo de questionario epidemiologico foram
analisados associados com o estudo das variaveis apresentadas nas Tabelas 2 e 3, observando-

se que ndo apresentaram resultados significativos no teste de Qui quadrado, com P = 0,01 e
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intervalo de confianca de 95%, quanto as diferentes caracteristicas dos rebanhos, do sistema
de manejo.

A raca dos animais ndo apresentou influéncia nos resultados, embora se tenha
observado que os animais mesti¢os apresentassem um pequeno aumento na soropositividade
(Tabela 2). Por outro lado, Vidotto et al. (1998) analisaram animais de raca leiteira (Bos
taurus) e animais cruzados (Bos taurus/Bos indicus) e encontraram taxa de soropositividade
de 87,56%; Andrade et al. (2001) examinaram somente ragas leiteiras (Bos taurus) obtendo
92,94% de soropositivos e Yoshihara et al. (2003) encontraram um valor menor (76,88%)
estudando bovinos de corte da raca Nelore (Bos indicus). Fatores que devem ter influenciado
estas diferengas sdo as racas e variagdes climaticas entre as regides Norte e Central que
podem interferir na maior ou menor populagao de vetores.

O sistema de comercializagdo do gado, a utilizagdo de piquetes comuns por
diferentes rebanhos, aluguel de pasto, piquetes de parigdo, presenga ou a auséncia de animais
silvestres, como cervideos, capivara e outros animais nas propriedades, também nao

apresentaram diferenca significativa no teste do Qui Quadrado (Tabelas 2 e 3).

4. Conclusao

Assim, com a prevaléncia de 58,74%, avaliada através do cELISA-PRI1, em 223
soros bovinos, esta regido apresentou-se como area de instabilidade enzootica sendo
necessaria a observagdo quanto a infestagdo de carrapatos e seu controle, atengdo quanto a
manifestagdo de sinais clinicos, com animais parcialmente imunizados contra 4. marginale e
susceptiveis a surtos de anaplasmose. As caracteristicas de tipo de exploragdo da propriedade,
sistema de criagdo, manejo e forma de comercializagdo dos animais foram avaliadas. A
analise estatistica ndo demonstrou haver diferenca significativa entre as variaveis estudadas e

a positividade nos animais.
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Tabela 1. Numero de propriedades, nimeros total de bovinos maiores de 24 meses no circuito
4* de produtores do Estado do Parana (20017), das Regionais de Ponta Grossa,
Guarapuava e Laranjeiras do Sul, nimero de animais e propriedades amostradas
pela SEAB-PR.

Amostragem
Tipo de exploracio Total
das propriedades
Corte (n) Leite (n) Mista (n) Propriedades Animais Amostragem de animais
amostadas (n) amostrados (n) por sorteio sistematico (n)
69 112 117 298 1970 223

 Fonte Paran4, 2001.
* Possui propriedades que nao informaram o tipo de exploragao.
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Tabela 2. Resultados sorologicos de bovinos da regido Centro—Sul do Parana, 2005 obtidos
pelo cELISA-PR1 contra rtMSP5-PR1 de Anaplasma marginale associados com
caracteristicas de exploracao submetidos a analise estatistica pelos testes de Qui-

Quadrado e Odds Ratio.
e . Amostras ui-quadrado
Variaveis Positivas/Total (%) Q q(xz) Valor de P OR (IC95%)
Tipo de exploragéo :
corte 40/74 (54,05) 1,07 0,59 NC
leite 48/77 (62,34)
mista 40/69 (57,97)
Tipo de Criagdo
confinado 1/1 (100) 0,74 0,69 NC
semi-confinado 21/35 (60)
extensivo 109/187 (58,29)
N° de ordenha
1 x ao dia 55/103(53,40) 4,95 0,08 NC
2-3x ao dia 41/58 (70,70)
ndo ordenha 33/60 (55,00)
Tipo de ordenha
manual 80/135 (59/26) 3,02 0,39 NC
mecanica ao pé 15/23 (65,22)
mecanica em sala de ordenha 5/6 (83,33)
ndo ordenha 29/56 (51,79)
Inseminacéo (IA)
monta natural 8/15 (53,33) 0,90 0,825 NC
IA e monta natural 16/25 (64,00)
usa s6 IA 103/175/ (58,87)
Raca
zebu 29/50 (58,00) 7,38 0,117 NC
europeu de leite 33/57 (57,89)
europeu corte 10/27 (37,04)
mestico 50/80 (62,50)
outras ragas 5/6 (83,33)
Compra de animais ~ sim 81/138 (58,70) 0,00 0,985 0,97
ndo 50/84 (59,52) (0,53<OR <1,75)
De onde
exposi¢ao 2/2 (100) 2,17 0,539 NC
leildo/feira 2/5 (40,00
comerciante de gado 9/15 (60,00)
de outras propriedades 66/110 (60,00)
Venda de animais sim 36/53 (67,92) 0,163 1,95 1,67
ndo 95/170 (55,88) (0,83<0OR<3,40)
Para onde
exposi¢ao 2/2 (100) 3,02 0,389 NC
leildo/feira 2/5 (40,00
comerciante de gado 9/15 (60,00)
de outras propriedades 66/110 (60,00)

P= probabilidade; NC = Nao Calculado
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Tabela 3. Resultados soroldgicos de A. marginale nos bovinos da regido Centro—Sul do

Parana (2005), associando a presenga ou auséncia de outras espécies animais na
propriedade, sistema de piquete para pastagem a andlise estatistica pelo teste de

Qui-Quadrado e Odds Ratio.

Soros bovinos

Qui-quadrado Valor de P

Variaveis Positivos/Total (%) (XZ) OR (IC95%)

Outros animais: sim 127/216 (58,80) 0,09 0,762 1,07
ndo 4/7 (57,14) (0,1I8<OR <591)

Ovinos/caprinos: presenga 32/57 (56,14) 0,09 0,759 0,87
auséncia 99/166 (59,51) (0,45<O0R < 1,67)

Eqiiideos: presenga 99/171 (57,74) 1,81 0,404 0,73
auséncia 33/52 (63,46) (0.35<0OR < 1.49)

Suinos: presenga 87/ 149 (58,39) 0,00 0,993 0,96
auséncia 44/72 (58.33) (0,52 <OR < 1,76)

Aves: presenga 121/203 (59,61) 0,35 0,552 1,48
auséncia 10/20 (50,00) (0,53 <OR <4,08)

Céo / gato: presenga 123/210 (58,57) 0,01 0,936 0,88
auséncia 8/13 (61,54) (0,24 <OR < 3,14)

Animais silvestres: presenca 63/105 (60,00) 0,02 0,901 1,07
auséncia 67/115 (58,26) (0,60 < OR < 1,92)

Cervideos: presenca 43/74 (58,11) 0,03 0,854 0,99
auséncia 22/32 (58,33) (0,41 <OR < 2,42)

Capivara: presenga 21/37 0,00 0,991 0,92
auséncia 44/75 (0,38 <OR <2,23)

Outros animais  presenca 30/51 (58.,82) 0,00 0,971 1,09
auséncia 34/60 (56,67) (0,48 <OR <2,52)

Aluga Pasto sim 32/51 (62,74) 0,31 0,575 1,27
nio 97/170 (57,06) (0,63 <OR <2,55)

Pasto em comum: sim 29/47 (61,70) 0,05 0,830 1,14
ndo 102/174 (58,62) (0,46 < OR <2,34)

Piquete de parigio: sim 41/70 (58,57) 0,01 0,912 0,99
nao 90/153 (58,82) (0,53 <OR < 1,84)

Veterinario: sim 35/65 (53,84) 0,56 0,455 0,77
nio 92/153 (60,13) (0,41< OR < 1,44)

Tipo: cooperativa 10/17 (58,82) 0,00 0,975 1,20
particular 25/46 (54,35) (0,34 < OR <4,33)
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Figura 1. Mapa do Estado do Parand, demonstrando o circuito produtor e nucleos regionais de
Ponta Grossa, Guarapuava e Laranjeiras do Sul - Secretaria de Agricultura e Abastecimento

(SEAB-PR).
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BRUCELOSE BOVINA E BUBALINA
Estudo soroepidemioldgico

02- Data da visita e colheita
1- Identificag¢do:
/ /

Municipio: UF 03- Cédigo do rebanho no estudo (8 digitos)

Proprietario

Propriedade: 04 — Coordenadas

Cédigo de cadastro no servigo de defesa Lat ° >Lon__ °

Altitude

05- Tipo da Exploragdo: [ corte [l leite [I
06- Tipo de Criacdo: [] confinado [] semi-confinado [] extensivo
07- N° de Ordenhas por dia: [] 1 ordenha []2 ou 3 ordenhas [] ndo ordenha
08- Tipo de Ordenha: [ manual [ mecédnica ao pé [ mecanica em sala de ordenha [ ndo ordenha
09- Produg@o de leite: a) n° de vacas em lactagéo:
b) Produgdo diaria de leite na fazenda: litros
10- Usa inseminagao artificial? [] ndo [] usa inseminagdo artificial e touro [ usa s6 inseminagao artificial
11- Raga predominante - Bovinos: [ zebu [ europeu de leite [ europeu de carne [| mestigo [ outras ragas
- Bubalinos: [J murrah [] mediterrdneo [J carabao [] jaffarabadi [ outras ragas

12(a)- Bovinos existentes 12(b)- Bubalinos existentes
Machos | Machos inteiros (meses) | Fémeas (meses) Machos Machos inteiros (meses) Fémeas (meses)
Castrados Castrados
Total 0-6 | 62 | 1224 >24 0-6 6-2 12-24 >24 | Total 0-6 6-2 12-24 >24 0-6 6-2 12-24 >24

13- Outras espécies na propriedade: [] ovinos/caprinos [J equideos [Jsuinos [Javes [Jcdo L[] gato
14- Espécies silvestres em vida livre na propriedade: [Indo tem [ cervideos [J capivaras [] outras ..........cccecueueees
15- Alguma vaca/btfala abortou nos tltimos doze meses? [1 ndo  []sim [ ndo sabe
16- O que faz com feto abortado e placenta? [] enterra/joga em fossa/queima [ alimenta porco/cdo [] ndo faz nada
17- faz diagndstico de brucelose? (] ndo [ sim

Regularidade dos testes: [ uma vez por ano [ duas vezes por ano [ quando compra animais

[ quando ha casos na fazenda [ quando exigido para transito/eventos/crédito
18- Compra fémeas ou machos com finalidade de reprodugdo? [ ndo [] sim

Onde/de quem? [] em exposi¢do [ em leildo/feira [] comerciante de gado [ diretamente de outras fazendas
19- Vende fémeas ou machos para reprodugdo? [l ndo [J sim
20- Vacina contra brucelose? [1 ndo [] sim, apenas fémeas até 8 meses de idade [ sim, fémeas em qualquer idade
21- Local de abate das fémeas e machos adultos no fim da vida reprodutiva:

[J na propria fazenda [] em estabelecimento sem inspegdo veterinaria

[J em estabelecimento de abate com inspecdo veterinaria [ ndo abate
22- Aluga pastos em algo época do ano? [ ndo [] sim
23- Tem pastos em comum com outras propriedades [] ndo [J sim
24- Existem na propriedade areas alagadigas as quais o gado tem acesso? (| ndo [] sim
25- Tem piquete separado para fémeas na fase de parto e/ou pos-parto? [1 ndo [ sim
26- A quem entrega leite? [ cooperativa [] lacticinio [ direto ao consumidor [ ndo entrega
27 Resfriamento do leite: [ ndo faz [J faz Como: [J em resfriador ou tanque de expansio proprio

[1 em resfriador ou tanque de expansdo coletivo

28 aentrega do leitevé feita a granel? (] ndo [J sim
29- Produz queijo e/ou manteiga na propriedade? (1 ndo [Jsim Finalidade: [J p/ consumo proprio [ p/venda
30 Consome leite cru? [J ndo [ sim
31- Tem assisténcia? [ ndo [ sim De que tipo? [] veterindrio da cooperativa [ veterindrio particular

Nome do Veterinario Assinatura




Anexo 2

84



1.

01.
02.
03.
04.
05.
06.

07.
08.
09.
10.
11.
12.
13.
14.
15.

16.
17.
18.
19.
20.

2.

85

Extracio de DNA do isolado regional PR1 de A. marginale de sangue bovino.
Método Purogene® Genta System

Descongele o sangue armazenado a — 20°C em banho-maria a 37°C.

Adicione 1 mL de reagente RBC em tubo de 1,5mL.

Acrescente 300mL do sangue e incube 10 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugue por 2 min. a 13000 rpm em microcentrifuga

Remova o sobrenadante com cuidado, deixando um volume residual de 10 a 20 uL.
Adicione ao sedimento 300 puL de solugdo de lise celular, 6pL de proteinase K (10 mg/mL
para uma concentragdo final de 200pL/mL) homogeneize em seguida.

Incube por uma hora a 37°C.

Resfrie as amostras no gelo.

Adicione 200uL de solugdo de precipitacdo de proteinas e homogeneize.

Centrifugue a 13000 rpm por trés minutos para formacao de pellet escuro.

Pipete 300uL de isopropanol 100% em tubo novo estéril e adicione o sobrenadante obtido.
Misture as amostras, invertendo-as delicadamente até a homogeneizagdo completa.
Centrifugue a 13000 rpm por trés minutos.

Despreze o sobrenadante e drene o tubo com papel absorvente.

Adicione 300 pL de etanol 70%, misture, centrifugue a 13000 rpm por dois minutos.
Despreze o etanol e drene os tubos.

Deixe secar.

Adicione 100 puL de solugao de hidratagao.

Refrigere durante a noite.

Quantificada em gel de agarose a 1%

Estoque as amostras a — 20°C até o uso.

Amplificacdo da amostra de A. marginale da cepa regional PRL1 pela PCR:

Amplificagdo do gene msp5 com Platinum Pfx DNA polimerase (Invitrogen®)

1. Tampao Pfx 10x ........ 2,5 uL

2. Mix 10 mM dNTP ..... 0,5 uL

3. 50 mM MgSO; ......... 0,75 pL

4. Iniciador 1 ................. 1,0 uL  5’AGA ATT TTC AAG ATT GTG 3’ (posicdes 121 a
138), com sitio de restricao para a enzima BamHI

5. Iniciador 2 .... ......... 1,0 uL 5’AGA ATT AAG CAT GTGACCGCT G 3’
(posigdes de 725 a 747) sem o codigo de parada.

6. DNA template ........... 1,0 uL

7. Pfx Polimerase .......... 0,5 uL.

8. Agua Ultrapura ......... 16,75 pLL

Agar de Agarose

Programa de 30 ciclos em Termociclador

94°C oo 5 68°C ..eveeie 1

94°C oo 1 58°C i 1
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Gel de agarose 1% (Método segundo Sambrook et al., 1989).

1. Pese 0.5 g de 4gar de agarose em erlenmeyer previamente tarado

2. Adicione 50 mL o tampao TE e funda o agar

3. Adicione 25 pL de brometo de etideo 0,1% quando estiver a 50-60°C.

4. Coloque o agar em recipiente previamente preparado para a solidificacao.
5. Identifique a concentracdo de agarose utilizada.

Soluciio para coloracio do gel de agarose Solucio de brometo de etideo 1%
com brometo de etideo 0,5mg/mL
Brometo de etideo [1 mg/mL] ........ 50 uL
Agua destilada ...........coccovvennnn 100 mL

Solucio de uso: brometo de etideo 0,1%
concentracio de Img/mL (1:10)

- brometo de etideo ............c.cc.... 0,1g
- Agua destilada ...... ....ccceeenne. 10 mL
Deixe escuro por 15 minutos

- solu¢ao de brometo de etideo 1% 1 mL
- dgua destilada .........cccceeeiienenns 10 mL

Modo de Preparar Gel de Agarose 1%

1. Dilua o Brometo de Etideo em agua ultrapura, deposite a solu¢do em recipiente para
submergir e manusear o gel, mantenha a solucdo ao abrigo da luz.

2. Deposite o gel na solugdo de brometo de etideo por 10 a 15 minutos. Nao € necessario corar
em gel recém preparado.

Corrida em Agar de Agarose 1%

1. Deposite as amostras nas canaletas do gel de acordo com seqiiéncia pré determinada:.

1. controle A (50 ng / 10 uL) ...occuvenieee. 10 uL
2. DNA da amostra .........ccccceeeeveeeeneeennnnn 5 uL + Ficoll................. 1 uL
3. DNA da amostra ..........ccceceevveecieennnns 10 uL + Ficoll.................. 2 uL

2. Regule a fonte para 100 V e 50 mA,

3. Deixe correr até o final do gel, sem deixar o corante indicador cair na solu¢do de corrida.
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Protocolo Kit Concert™ Extraction Sustem (GIBCO BRL)

1. Aqueca Agua Ultrapura a 65-70°C.

2. Mantenha em microtubo a 50 °C em Banho Maria.

3. Corte o gel na regido da banda de DNA, utilizando UV de ondas longas na camara escura.
4

. Mantenha o gel por tempo < 2 horas em microtubo de prolipropileno de 1-5 mL e adicione
30 pL de tampao de solubilizagdo de gel L1 para cada 10 mg de gel.

5. Solubilize o gel por incubacao a 50°C por pelo menos 15 minutos.

6. Coloque o gel dissolvido em tubo de 2 mL para lavagem, centrifugar a > 12000 rpm por um
minutos e descarte o sobrenadante.

7. Adicione 500uL de tampao de solubilizagdo (L1), incube a temperatura ambiente por um
minuto, centrifugue > 12000 rpm por um minuto e descartar o sobrenadante.

8. Adicione 700uL de tampao de lavagem (L2) (200uL de L2 mais 500 uL de etanol 100%),
incube por cinco minutos em temperatura ambiente e centrifugue > 12000 rpm por um

minuto e descarte o sobrenadante. Centrifugue > 12000 rpm por um minuto novamente e
descarte o sobrenadante.

9. Elua 0o DNA em tubo com filtro dentro de outro microtubo limpo. Adicione 25 uL de dgua
ultrapura quente diretamente dentro do tubo, incube por um minuto em temperatura
ambiente e centrifugue a > 12000 rpm por dois minutos.

10. Separe o produto amplificado resultante em 2% TBE (89 mM Tris—borato, 2mM EDTA,
pH 8) em gel de agarose utilizando padrdes de 100 bp como padrdo (100 bp DNA ladder-
Life Technologies, MD, USA). Os géis foram visualizados com brometo de etideo em luz
UV e fotografados.

1. TEB [5x] Solucao Estoque TEB [1X]
Tris Base ................. 54,00 g coveereennne 27,00 g v,
Acido borico .............. 27,50 g e 13,74 € v,
EDTA ..o, 2,658 i 2238 i
Agua Ultrapura q.s.p.. 1000 mL ................ 500 mL ..................

Ficoll c.oooviiiiiiiieeee e, 1,25 g (armazenada a vacuo a temperatura ambiente)
Azul de bromofenol (AB) .................. 0,0125 g
TEB [5X] Q.8.P: coveeerveeenieeeieeeieeene 10 mL

Concentracao final de: Ficoll 2,5% e Azul de bromofenol (AB) 0,025 %
1. Prepare em pequenas quantidades
2. Aliquote em microtubos de 1,5 mL com o volume de 1000 pL.
3. Identifique e date.
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. Corante com Ficoll para produtos de PCR
Ficoll ...oooiiieii, 1,5¢g
Xylenecyanol ..., 0,0125 g
Agua destilada q.s.p. «ceeveeeieenieee, 10 mL

Aliquote em microtubos de 1,5 mL com o volume de 1000 pL, identifique e date.

. Preparacio de A DNA em dilui¢io para uso — 50 pg / 10pL

Utilizado para quantificacio de DNA produto de PCR e de Extracio de Plasmidio

Padrao A solugdo estoque (freezer) 500ug ng/mL (0,504pg/ul) ............. 5uL
TE (Tris-HCI 10 mM + EDTA 1 mM pH 8,0) ou agua ultrapura ............ 395 uL
Ficoll com Xylenecyanol [5x] PCR XXy 1,57 ..ooooiiviieiiiiiieiieeieeieeeee 100 pL
ou Ficoll com azul de bromofenol [5X] ......ccoooveiiiiiiiiiiiiiiieeeee e, 100 uL

Prepare estoque de 500 pL para 50 reacdes e use 10 pL por reacio.

. Preparac¢ao de A DNA/Hind

Utilizado para se observar a posi¢ao das bandas frente ao padrao de Peso Molecular.

A utiliza¢do do padrdo com concentragdo 2 vezes maior € para verificar a presen¢a de uma
banda de 0,37 Kb apo6s a clivagem do DNA com a enzima de restricao Eco RV.

Para a evidencia¢do de bandas com Pesos Moleculares maiores usa-se uma concentragao

menor, duas vezes mais diluida, observando-se o Peso Molecular da banda do DNA
estudado.

Padrdo A Hind Solucao estoque 500 ng diluida para 250 ng ....... 20 uL 10 uL

FICOI [SX] wervriveiniiiisissiniiiicssinsisinississinisississinsisssissnssississes 20 puL 20 puL
Agua URTaPUIA ..ot 60 uL 70 uL
Volume total .......ccoceeiiiiiiinii 100 pL 100 pL

. Preparacao do Vetor

. Clive o gene msp5 (5 pL) foi clivado com a enzima de restricdo BamHI (1uL), para a

obtencdo de extremidade coesiva (5’GVGATCC3’ ¢ 3°GTCTG5’) em seu inicio, em 20 pL
de reagdo em Banho Maria a 37°C por trés horas.

. Clive o vetor pRSETg com a endonuclease de restrigdo BamH 1 (5’G~LGATCC3’ e

3’GTCTG5’) em extremidade coesiva na posicdo 193, linearizando em banda tnica de 2.9
Kb com o peso molecular visualizado em gel de agarose 1%.

Clive novamente o vetor pPRSETg com a endonuclease de restricdo Pvu II, em extremidade
abrupta em 5° (5’CAGLCTG3’ e 3>°GTCTGAC5”) na posigdo 215 do vetor.

4. Quantifique em gel de agarose 1% para posterior ligagdo com o gene de interesse.
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5.Clonagem do plasmidio pRSET B/msp5

5.1. A ligacao do plasmidio pRSETg/msp5

1. Pipete 2uL de Tampao de reagdo ligase 5X

2. Adicione 0,05 pmol do vetor de DNA pRSETg/BamH1/Pvull
3. Adicione 0,15 pmol do inserto msp5/BamHI

4. Adicione uma unidade de T4 DNA Ligase ( Invitrogen®).

5. Pipete 4gua Ultrapura autoclavada q.s.p. 10 puL

6. Incube durante a noite a 16°C.

6. Transformaciio da receptora competente E. coli One Shot™ TOP 10 (Invitrogen®)
com o plasmidio pRSETj (Invitrogen®) com DNA do gene msp5 de A. marginale da cepa
regional PR1:

01.
02.
03.
04.

05.

06.
. Aqueca 30 segundos a 42°C, sem agitagao.
08.
09.

07

Acerte o0 banho Maria para 42°C.

Prepares as placas com agar LB com ampicilina a 50 pg/mL

Aquega o meio SOC (-80°C) a temperatura ambiente

Retire a bactéria E. coli One Shot® TOP 10 quimicamente competente do freezer -80°C e
descongele em gelo picado e agite gentilmente.

Adicione cinco uL da solucao contendo DNA da amostra com 5 ng da amostra e misture
gentilmente.

Incube no gelo por 30 minutos.

Transfira os microtubos para o gelo.
Retire 0 meio SOC do freezer -20°C e descongele a temperatura ambiente. Adicione 250
pL do meio SOC aos microtubos incubados no gelo.

10. Tampe firmemente os microtubos, prenda-os verticalmente para uma maior aeragdo e
incube a 37°C por uma hora com agitagao horizontal de 200 rpm.

11. Inocule o volume da reagao de transformagao da E. coli One Shot TOP 10 em 10 mL de
caldo LB com 100 pg/mL de ampicilina.

12. Incube 18 horas a 37°C com agitagdo de 200 rpm.

13. Agite o tubo horizontalmente a 200 rpm (Shaker - BOD) a 37°C por 30 minutos.

14. Semeie 100 e 200 pL de cada microtubo de transformacao nas placas de Petri com agar
LB utilizando al¢a de Drigalski, para obtengdo de colonias isoladas. Incube por 18 horas
a 37°C.

15. Selecione cinco coldnias isoladas da placa com agar LB com para anélise na seqiiéncia do
experimento.

16. Repique cada colonia em tubo com trés mL de caldo LB com 100 pg/mL de ampicilina.
Incube a 37°C sob agitagdo por 18 horas.

09. Deposite 500 pL da cultura em microtubo e centrifugue a 14000 rpm por 1 minuto.

10. Despreze o sobrenadante.

11. Adicione 100 pL de agua ultrapura ao pellet e ressuspenda-o.

12. Ferva por 10 minutos e centrifugue a 14000 rpm por 1 minuto.

13. Retire 75 pL para verifica¢do dos clones através da PCR.

Caldo Lauria Bertani (LB)

Triptona ....ccceeecveeeiieeeie e, 10g

Extrato de levedura ..........c.ccceen... S5¢g

NaCl i 5¢g

Agua Destilada q.5.p. ..ocvovvveennne. 1000 mL

Acerte o pH da solucao para pH 7,0 e autoclave por 15 minutos.
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e Para meio so6lido adicionar agar a 1,5% e para meio-solido adicionar agar a 0,7%

7. EXTRACAO DE PLASMIDIO POR LISE ALCALINA (MINI PREP)

01.

02.
03.

04.

05.

06.

07.
08.
09.

10.
11.

11.

12

(SAMBROOK et al., 1986)

Inocule a bactéria em 3 mL de caldo LB com ampicilina 100pug/mL por 18 a 24 horas a
37°C.
Passe 1,5 mL da cultura para o microtubo, centrifugue a 14000 rpm por 1 minuto.
Despreze o sobrenadante vertendo o microtubo, deixando o pellet com a bactéria a mais
seca possivel.

Adicione 100 pL da solucao I gelada (para lavar), ressuspenda o pellet no Vortex, incube
no gelo a — 20°C por 5 minutos.

Adicione 200 pL da solugao II (para estourar e precipitar o material genético em pH 13),
misture varias vezes por inversao e incube no gelo por 5 minutos.

Adicione 150 pL da soluciao III (precipita todo o material genético e refaz o ext do
plasmidio pequeno), misture varias vezes por inversao.

* Trate cada microtubo com 1uL com RNAse (10 mg/mL) e incube no gelo por 5
minutos.

Centrifugue a solucdo por 5 minutos a 13000 rpm a temperatura ambiente.

Transfira cuidadosamente o sobrenadante para microtubo novo.

Adicione 450 pL de isopropanol. Misture por inversao. Incube a temperatura ambiente por
5 a 10 minutos.

Sedimente o DNA a temperatura ambiente a 14000 rpm por 15 minutos.

Despreze o sobrenadante, invertendo o microtubo para secar na ventilagdo do fluxo
laminar por 5 minutos.

Adicione 25 pL de TE Tris-HCl 10mM — EDTA 0,1 mM pH 8,0 ou 4gua ultrapura.

. Proceda a corrida em gel de agarose 1%: 5 uL da amostra + SuL. de agua + 2uL de Ficoll.

Reagente e Solu¢oes para MIMIpRrep

Soluc¢io I — 125 mL
50 mM glicoSe .....oovvvevienireeiieinene, 1,126 g
25 mM Tris-HCI pH 8,0 .................. 0,378 g
10 mM EDTA ..o, 0,465 g
Agua Ultrapura q.8.p. «coceeevveeerveenns 125 mL
Glicose EDTA 10 mM

IM.... 180,16 g woveeeeeneen 1000 mL IM.e. 372,24 g......... 1000 mL
50 mM ...... 9,008 g vereeen 1000 mL  [10 mM .............. 3,7224 g ...... 1000 mL
50mM ...... 1,126 g v 125 mL 10mM ........... 0,4653 g ...... 125 mL
Solugao I1 Hidroxido de Sodio (NaOH)
NaOH 0,2 N oo lg I N s 40 g oo 1000 mL
Triton-X 100 para sol. 1% .............. 1,25mL  |0,2N ................ 8 i 1000 mL
Agua ultrapura q.8.p...ccccveeerveeennnn. 125 mL |02 N ................ I 125 mL
Solugao II1 Acetato de Potassio 5 M
Acetato de Potassio 5 M ............... 60,0 mL IM s 98,2 g iveieeiieinns 1000 mL
Ac. Acético Glacial pH 4,8 (fita).. 11,5 mL SM .. 4910 g eoiieiees 1000 mL
Agua destilada ..........cccvevvrenennnnn. 225mL [SM......... 2046 g ... 60 mL
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* Ac. Acetico ¢ para acertar o pH 4,8
* Completar para 125 mL com Acido Acético?

e A Solucdo II deve ser invertida varias vezes até aparecer flocos.

¢ (Quando abaixa o pH os materiais genéticos grandes ndo se refazem, mas os plasmidios
pequenos conseguem refazer a sua estrutura original condensada.

e Na Solugdo III fica todo o material genético, menos o plasmidio pequeno, que fica no
sobrenadante. O isopropanol precipita o plasmidio pequeno.

8. Transformacio da receptora competente E. coli BL Star (DE 3) One Shot™ com o
plasmidio pRSET B (Invitrogen®) com DNA do gene msp5 de A. marginale do isolado
regional PRL1:

8.1. Transformacao:

01. Retire a E. coli a BL 21 Star (DE 3) One Shot do freezer — 80°C e descongele no gelo para
proceder a transformacao.

02. Adicione ao microtubo com E. coli a BL 21 Star (DE 3) One Shot um volume de 1 a 5 uL
com 10 ng do DNA da amostra, misture delicadamente com a pipeta com movimentos
circulares (sem pipetar para cima e para baixo).

03. Incube no gelo por 30 minutos.

04. Aqueca 30 segundos a 42°C, sem agitacao

05. Transfira os microtubos para o gelo.

06. Retire o meio SOC do freezer — 20°C e descongele a temperatura ambiente. Adicione 250
pL do meio SOC aos microtubos incubados no gelo.

07. Tampe firmemente os microtubos, prenda-os verticalmente para uma maior aeragdo e
incube a 37°C por 30 minutos com agitacao horizontal de 200 rpm.

08. Inocule o volume da reagdo de transformacao da E. coli BL 21 Star (DE 3) One Shot em
10 mL de caldo LB com 100 pg/mL de ampicilina (200 pL de ampicilina na
concentragdo estoque de 5 mg/mL).

09. Incube 18 horas a 37°C com agitagao de 200 rpm.

10. Teste as proteinas ap0s a lise celular analisando quanto a solubilidade (no sobrenadante) e
insolubilidade (no sedimento), itens 01 e 02.

8.2. Expressao (piloto)

01. Inocule 500 pL da cultura, incubada durante a noite, em erlenmeyer contendo 10 mL de
caldo LB com 100 pg/mL de ampicilina.

02. Incube por 2 horas sob agitagdo a 200 rpm a 37°C.
Verifique a DO ¢p0 = 0,5 — 0,8 (mid log).

03. Divida a cultura em culturas de cinco mL, A cultura induzida por IPTG* e B cultura nao
induzida. Adicione IPTG na concentragao final de 0,5 a 1,0 mM, na cultura A.

04. Remova 500 pL de cada cultura, centrifugue a velocidade méxima (13000 rpm) por 30
segundos.

05. Congele o pellet de células a —20°C. Este ¢ o tempo do ponto 0 das amostras.

06. Continue a incubar as culturas a 37°C com agitagdo. Tome aliquotas 500 uL de cada
cultura, induzida e nao induzida, de uma em uma hora, por 4 a 6 horas e proceda
conforme o descrito nos passos 4 e 5.
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8.3. Preparacio das amostras para proteinas soluveis

Obs.: Antes de iniciar:

01. Prepare o gel de poliacrilamida, o SDS-PAGE, para analisar a presenga de proteinas
soluveis nas amostras.

02. Ressuspenda o sediemento das amostras induzidas e ndo induzidas por IPTG coletadas.em
80uL em tampao da amostra SDS-PAGE [1x].

03. Ferva por 5 minutos e centrifugue brevemente.

04. Aplique 5 — 10 pL de cada amostra em gel SDS-PAGE para a corrida eletroforética.
Estoque o restante a — 20°C.

8.4. Preparacgdo das amostras para proteinas soliveis / insoliveis.

01. Descongele o pellet obtido e ressuspenda-o em 500 pL. de tampao de lise.
02. Congele a amostra em gelo seco ou nitrogénio liquido e descongele a 42°C.
Repita 2 a 3 vezes.
Nota: Para facilitar a lise, pode ser necessario adicionar lisozima ou sonicar as células.
03. Centrifugue a 13000 rpm em microcentrifuga por 1 minuto a 4°C para a obten¢do de
pellets de proteinas insoltiveis. Transfira o sobrenadante para microtubo resfriado.

Reagentes e Solucdes utilizados para preparacio do Gel de Poliacrilamida — SDS-PAGE

Acrilamida 30% (Maniatis)

Acrilamida .........ccocevieiiiiiie, 29¢
Bis acrilamida .........ccccoeeueennenn. lg
Agua ultrapura ........cccoeeeveeennee. 100 mL

Misturar a bis acrilamida em 40 mL de agua e
agitar por pelo menos 1 hora.

Acrescentar a acrilamida com mais 50 mL de
agua, agitando até dissolver. Checar o pH 7,0
e o volume acertar para 100 mL .

Estocar em geladeira em frascos escuros.
Usar filtro 0,45um (Nalgene Filter) para
esterilizar a solug¢do

Soluciio corante para proteinas Soluciio descorante para proteinas
Acido acético 35,0mL 17,50 mL 7,2 mL Agua ultrapura 50 % 600 mL
Metanol 250,0 mL 125,00 mL 72,0 mL1 Metanol 40% 400 mL
Brilhante R-250 1,25g 0,625mg 0,36 mg Acido acético 10% 100 mL

Agua ultrapura q.s.p.500,00mL 250,00mL 144,0 mL

(69,8 mL)  * A solugdo pode ser reutilizada apo6s
* A solugdo deve ser homogeneizada e filtrada. filtragao em carvao ativado.
* Pode ser reutilizada.
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Reagentes e Solucgdes utilizados para preparacao do
Gel de Poliacrilamida — SDS-PAGE

Gel separador (Slab gel)

15% 15 % 12 % 12 % 8 %

Agua Ultrapura 3,78 mL 7,56 mL 10,30 mL 2,75 mL 14,20 mL
Tris/SDS pH 8,8 4,00 mL 8,00 mL 7,60 mL 2,03 mL 7,50 mL
Acrilamida 30% 8,00mL 16,00 mL 12,00 mL 3,20 mL 8,00 mL
Persulfato de amonia 160 uL 320 uL 300,00 uL 80,00 pL 300,00 uL
TEMED 6,4 ul 12,8 uL 12,00 uL 3.20 uL 18,00 uL

16,00 mL =32,00 mL 30,00 mL 8,00 uL 30,00 uL

Tris / SDS 1,5 M pH 8,8 Tris / SDS 0,5 M pH 6,8

Tris base (PM 121,14) 18,171 g Tris base (PM 121,14) 6,055 g
SDS 04 g SDS 04 ¢
Agua ultrapura 60,00 mL  Agua ultrapura 60,00 mL

Ajuste o pH para 8,8 com HCI 10N, deixar Ajuste o pH para 6,8 com HCl 10N, deixar
over night o conferir o pH no outro dia. Se over night, e conferir o pH no outro dia. Se

estavel completar o volume estavel, completar o volume.
Agua ultrapura q.s.p. 100,00 mL Agua ultrapura q.s.p. 100,00 mL
* Guardar em frascos plasticos para manter o * Guardar em frascos plasticos para manter o
pH pH

Gel Concentrador (Stacking gel) 5,2% Tampao de glicina 1X (tampao de
Agua ultrapura 2,80 mL 1,68 mL 5,6 mL corrida) pH 8,8
Tris/SDS pH 6,8 1,25mL  0,75mL 2,5mL Tris base ............. 3,0 g (25,0 mM)
Acrilamida 30% 090mL 0,54 mL 1,8mL Glicina  ............. 14,4 g (19,2 mM)
Persulfato de amoénia 25,00 pL 15,00 pL 50,00 uL  SDS ... 1,0 g (0,1 %)
TEMED 2,50ul 1,50yl 5,00yl Aguaultrapurag.s.p. 1,0 L

5,00mL 1,87 mL 10,00 mL  Acerte o pH com NaOH 10 N

Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 Tris-HCI 1,0 M pH 6,8
Tris base (PM 121,14) 18,171 g Tris base (PM 121,14) 12,114 g
Agua ultrapura 50,00 mL  Agua ultrapura 60,00 mL
Ajuste o pH para 8,8 com HCI 10N Ajuste o pH para 6,8 com HCI 10N
Agua ultrapura q.s.p. 100,00 mL Agua ultrapura q.s.p. 100,00 mL

* Guardar em frascos plasticos para manter o * Guardar em frascos plasticos para manter o
pH pH



Tampao da Amostra SDS-PAGE 1 X[ |

Solugao Tris-HC1 0,5 M pH 6.8 ..... 1,25 mL

Glicerol (100%) ..cccovvveeeeirieeeennee. 1,00 mL
B Mercaptoetanol ............cccceeenneene. 0,2 mL
Azul Bromofenol ............c.......... 0,01 g

SDS. e 02 g
Agua Ultrapura estéril q.8.p .............. 10 mL

Tampao da Amostra SDS-PAGE 3 X[ |

Solugao Tris-HC1 0,5 M pH 6,8 ..... 3,75 mL

Glicerol (100%) .cc.veeveeeriieniiieienne 3,00 mL
B Mercaptoetanol .............ccceeennenne. 0,6 mL
Azul Bromofenol ............ccceevennnee. 0,03 g
SDS. e 0,6 g
Agua Ultrapura estéril q.8.p .............. 10 mL

Tampao da Amostra SDS-PAGE 5 X[ |

Solugao Tris-HC1 0,5 M pH 6,8 ...... 1,0 mL
Glicerol (100%) .cocveeveveeiieeieeieeneen 1,6 mL
B Mercaptoetanol ...........ccccceeenveenee. 0,4 mL
Azul Bromofenol (Sol 0,5%) ........ 0,4 mL
SDS 10% weevvveierieiieieeiceeeeen 1,6 mL
Solucao azul bromofenol 0,5% (0,05g

em 10 mL de 4gua ultrapura) ........... 0,4 mL
Agua Ultrapura estéril ....... ............. 3,0mL

SDS 10%

Dodecil Sulfato de Sodio .................... 10g
Agua deionizada q.s.p. .ooeeveeennne 100 mL

Aquecer a 68°C para dissolucao
Ajustar o volume para 100 mL

Estocar a Temperatura ambiente.
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Tampao da Amostra SDS-PAGE 2 X[ |

Solugao Tris-HCI1 0,5 M pH 6,8 .... 2,50 mL

Glicerol (100%) ...cccovvvveeeeiieeeens 2,00 mL
B Mercaptoetanol ............ccccueennene 0,4 mL
Azul Bromofenol ..........c.c........ 0,02 g
SDS. .o 04 ¢
Agua Ultrapura estéril q.s.p ......... 10 mL

Tampao da Amostra SDS-PAGE 4 X [ |

Solugao Tris-HC1 0,5 M pH 6,8 ........ 5mL

Glicerol (100%) «cceveeveeerieenieeiennne 4,00 mL
B Mercaptoetanol ............cccceuee.e. 0,8 mL

Azul Bromofenol ............cceeeenee. 0,04 ¢
SDS e 0,8 g
Agua Ultrapura estéril .s.p .............. 10 mL

Tampao da Amostra SDS-PAGE 3 X [ |

Solugao Tris-HC1 0,5 M pH 6,8 ..... 0,5 mL

Glicerol (100%) «ceeeeeveeriieiiaienee 1,5 mL
B Mercaptoetanol .............cccueeunenee. 0,2 mL
Azul Bromofenol (0,513 mL)........ 0,0004 g
SDS. e 02 g

1,0 mL
* comparar com a cor de um preparado
anterior

Acrilamida 30% (Maniatis)

Acrilamida .........ccocoveiiiiiiies 29¢
Bis acrilamida ..........ccccoecueennenn. lg
Agua ultrapura .........ccceeeuvennnen. 100 mL

Misturar a bis acrilamida em 40 mL de 4dgua
e agitar por pelo menos 1 hora.

Acrescentar a acrilamida com mais 50 mL de
agua, agitando até dissolver. Checar o pH 7,0
e o volume acertar para 100 mL .

Estocar em geladeira em frascos escuros.

Usar filtro 0,45um (Nalgene Filter) para
esterilizar a solugao
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Coloracio de gel SDS-PAGE por Nitrato de Prata
1. Solucao fixadora

e Alcool etilico absoluto .............. 30 mL
e Acido acético glacial ................ 1,5 mL
e Agua bidestilada q.5.p ............... 300 mL

e Preparo na hora do uso

a) Incubar sob agitacdo por 30 minutos (gel + solugdo)

b) Desprezar a solucdo fixadora na pia, segurando o gel pressionando suavemente sobre o
fundo do recipiente e tocando a menor area do gel possivel, cuidando para ndo deixa-lo

cair.
2. Solucio de Prata
a) Nitrato de Prata ..........ccccoeevviiiiiiiiennns 0,55¢
Agua destilada ...........ccoooveeveveeeennn. 300 mL

b) Adicionar na cuba com o gel e agitar por 30 minutos exatos.
c¢) Desprezar a solugdo de prata.
. Lavar com agua destilada por 2 vezes, agitando bem.
4. Solucao de Revelacao ou Coloracao
a) Solucio de Hidroxido de Sodio

w9

e Hidroxido de SOdIo ......eeevuvveeciiieeiieeeeeceeee e O¢
o Aguadestilada .........oooooueeoeieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 100 mL
Deixar descansar sobre a mesa, pois dissolve sozinho.
e Depois de dissolvido adicionar formaldeido ................ 25 mL
o Agua bidestilada q.S.P. ..oovveveeeeeeeeeeeeeeeee e 300 mL
b) Borohidreto ..............cccooiviiiiiiiieeeeeeee e 0,006 g

Usar a solugdo preparada para dissolvé-lo em Becker pequeno (20 — 50 mL) s6 apoés a
segunda lavagem do gel com agua destilada.
¢) Mantenha o gel na solucao de revelacdo sob agitagcdo até o aparecimento de bandas + 10

minutos.
5. Soluc¢io de Parada
e Acido acético glacial P.A. .....o.coovvvieeeeienen. 15 mL
e Agua bidestilada q.S.p. .oeoveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 300 mL

Mantenha o gel sob agitacdo por 10-15 minutos
6. Solucao de Conservacio
e Alcool etilico absOIUtO ..........ccevveevereeeeerenaane. 30 mL
o Agua bidestilada ..........cooooveeeiieiieeeeeeeenn. 300 mL
e Mantenha o gel por tempo indeterminado.
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Producio de lisado celular para Proteina Insoluvel ( vetor pQE)

* Realizar previamente o teste de esterilidade nos meios utilizados sem adi¢do da

ampicilina.

01. Inocule 60 uL ou 200 pL da cultura em 3 mL ou 10 mL de caldo LB com 100 mg / mL de
ampicilina (60 ou 200 uL da solucdo a 5 mg / mL) respectivamente. Incube a 37°C sob
agitacdo a 200 rpm por 18 horas para se obter culturas com bactérias na fase log.

02. Inocule 5 mL da cultura em 100 mL de caldo LB (erlenmeyer) com 100 mg/mL de
ampicilina (1000 pL da solu¢do a 5 mg / mL). Incube a 37°C sob agitagdo a 200 rpm por
2 horas.

04. Verifique a DO ¢po = 0,5 — 0,8 (mid log).

a. Colete 1 mL da cultura imediatamente antes da indu¢d@o (controle ndo induzido), pelete
as células e ressuspenda em 50 pL. de Tampao da Amostra SDS PAGE [1X] . Congele
antes do uso. Adicione, quando em cultura induzida, IPTG na concentragdo final de
1,0 M (100 pL da solugdo 1M/uL ou 10 puL da solugdo 10 mM/uL), em cultura
induzida. Incube a 37°C sob agitacdo a 200 rpm por mais 4 a 6 horas.

05. Colete uma segunda aliquota de 0,5 mL da cultura (controle induzido), pellet as células e
ressuspenda com 100 uL de Tampao da Amostra SDS PAGE [1X] e congele até o uso.

06. Divida a cultura em duas aliquotas de 50 mL. Concentre as células centrifugando a 4000 x
g por 10 minutos (rotor SS 34 da Centrifuga Sorvall)

06. Ressuspenda o pellet de 50 mL de cultura em 5 mL de tampao de sonicagdo (50 mM
fosfato de sodio, 300 mM de NaCl, pH 7.,8).

Adicione 1% de NT-40 e os Inibidores de Proteinase:
- PMSF — phenylmethylnilfonyl fluoride - 227 pL da solugdo estoque ImM para cada
50 mL de cultura
- TLCK - noa-pTosyl L-lysine chloromethyl Ketone - 100uL da solucdo estoque
0,ImM para cada 50 mL de cultura

07. Incube o tubo por 15 minutos no gelo.

08. Sonique rapidamente para lisar as células (evite formagdo de espuma, pois desnatura as
proteinas) na intensidade média (25/50) 2 ou 3 vezes por 10 segundos com intervalos de
30 segundos, mantendo a suspensao no gelo.

09. Congele o lisado em nitrogénio liquido (ou gelo seco de metanol).descongele em banho
frio.

10. Descongele rapidamente o lisado em banho-maria a 37°C.

11. Repita mais 3 ciclos de congelamento-descongelamento-sonicagao.

12. Centrifugue a 10000 x g por 20 minutos. Colete o sobrenadante (extrato A, proteina
soluvel) removendo os debris insoluveis.

13. Ressuspenda o pellet de 50 mL de cultura em 5 ml de tampao de sonicagdo. Esta ¢ a
suspensdo da proteina insoluvel (extrato B).

15. Estoque o lisado no gelo ou freezer a — 20°C até o uso.



Preparo dos Tampoes
Buffer A

6 M GuHCl
0,1 M Na-Fosfato
0,01 M Tris-HCI pH 8,0

0,1 M Na-Fosfato
IM.V, =0,1.25mL
Vi =2,5mL de Na fosfato 1M

Sol. Estoque de PMSF (44mM) PM 174,2
phenylmethylnilfonyl fluoride

1742 g ......... IM ...1000mL
1742 g ......... 1000 mM ....1000mL

PMSF 1mM para cada 100 mL de cultura

CiVi= GV,
44mM x V;= 1 mM x 100 mL de suspensio
V1= 2,27 mL de soluc¢io a 44mM

76,6 mg .......... 10 ml Isopropanol
X e 2,27 mL de isopropanol
X e 17,41 mg de PMSF

Tampao de Sonicacio pH 7,8

Na,HPO,.7H,0 (PM 268,07) ......
NaCl (PM 58.45)
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Buffer B

8 M Uréia

0,1 M Na-Fosfato

0,01 M Tris-HCI pH 8,0

8 M Uréia PM 60,06

1Y 60,06 ...ccoonn...... 1000 mL
1Y 6,006 ...cooon...... 100 mL
)Y S X
X=48,058 oorrecer 100 mL

24,024 g oo, 50 mL

12,012 eoovvve. 25 mL

Sol. Estoque de TLCK (10mM) PM 369,3
no-pTosyl L-lysine chloromethyl Ketone

3693 ¢g......... IM ...1000mL
3,693 g ......... 10 mM ....1000mL
0,003693 g... 10mM ... 10mL

diluido em agua ultrapura

TCLK 0,ImM para cada 100 mL de
suspensao
CiVi= GV,

1I0mM xV;= 0,1 mM x 100 mL
Vi=10/10 = 1 mL sola 10 mM

Na,HPO,.7H,0 (PM 268,07) ...... 50 mM
268,07 ¢ ... IM 1000 mL
268,07 g ... 1000 mM ............ 1000 mL
268,07¢ ... S0MM ..o......... 300 ml

X 50mM ............ 300 mL
x = 402¢
NaCl (PM 58.45) weueeemreeemrsennnne 300 mM
5845¢g ... IM o, 1000 mL
58,45¢g ... 1000 MM ............ 1000 mL
17,535 g ... 300 mM ............ 1000 ml
526¢ ... 300mM ............ 300 mL
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5. Purificacio sob Condi¢des Hibridas Qiagen (modificado)

Para proteinas insoluveis, este procedimento pode restaurar a atividade protéica apds a

lise celular e ligagdo sob condi¢des desnaturantes. Este procedimento nao viavel para todas as
proteinas, e poderia ser testado usando a proteina que estd sendo preparada.

e Confira o pH dos tampdes antes de usa-los.
e Tampoées desnaturantes contém uréia, podendo tornarem-se mais basicos com o

tempo.

e Utilize tampoées desnaturantes e colunas e lisado celular preparado sob condi¢oes

desnaturantes.

01. Adicione 8 mL do lisado a uma Coluna de Purificagdo Preparada.

02.

03.

04.

05.

06.

07.

Agite delicadamente por 15 - 30 minutos a temperatura ambiente para a ligagao da
solu¢do do lisado com a resina em suspensdo (Use agitador que faga rotacdo — de
hematologia).

Deixe a resina se depositar por gravidade ou por centrifugacdo a baixa velocidade (800 x
g) e aspire cuidadosamente o sobrenadante.

* Guarde o sobrenadante a + 4°C para analise em SDS-PAGE.

Lave com 4 mL de Tampao de Ligacao Desnaturante para ressuspensao da resina e agite
delicadamente por 2 minutos .

* Deixe a resina se depositar por gravidade ou por centrifugagdo a baixa velocidade (800
X g) e aspire cuidadosamente o sobrenadante.

* Guarde o sobrenadante a + 4°C para analise em SDS-PAGE.

* Repita este passo mais 1 vez.

Lave com 4 mL de Tampao de Lavagem Desnaturante (pH 6,0) para ressuspensao da
resina e agite delicadamente por 2 minutos .

* Deixe a resina se depositar por gravidade ou por centrifugagdo a baixa velocidade (800
X g) e aspire cuidadosamente o sobrenadante.

* Guarde o sobrenadante a + 4°C para analise em SDS-PAGE

* Repita este passo mais 1 vez.

Lave com 8 mL de Tampao de Lavagem Nativo para ressuspensao da resina e agite
delicadamente por 2 minutos .

* Deixe a resina se depositar por gravidade ou por centrifugagdo a baixa velocidade (800
X g) e aspire cuidadosamente o sobrenadante.

* Guarde o sobrenadante a + 4°C para analise em SDS-PAGE

* Repita este passo mais 3 vez, para um total de 4 lavagens nativas.

Fixe a Coluna de Purificacdo em posi¢do vertical e remova a tampa da por¢ao inferior da
Coluna.

* Elua a proteina com 8 -12 mL de Tampao de Eluigdo Nativo.

* Colete fragdes de 1 mL para analise em SDS-PAGE
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Reagentes para Purificacio Hibrida

Tampao A (lise Qiagen) 1 litro

Fosfato Dibasico de Sodio 100 mM.. 13,8¢g
Tris-HCL 10 mM ..o, 0,12¢g
GUHCI 6M ......cooiiiiiiiiiiiicee, 573,0g
Agua Ultrapura qsp ........coceeeue... 1000mL

pH 8,0 ajustado com NaOH 10 N
Tampao B de ligacdo Desnaturante Qiagen

Fosfato Dibasico de Sodio 100 mM.. 13,8¢g
Tris-HCL 10 mM ..., 0,12¢g
Uréia 8M ...cocoevieviiiiiicieciceicee 480,5¢
Agua Ultrapura qsp ........coceeeeue... 1000mL

pH 8,0 ajustado com NaOH 10 N
Tampao C de liga¢do Desnaturante Qiagen

Fosfato Dibasico de Sodio 100 mM.. 13,8¢g
Tris-HCL 10 mM ..o, 0,12¢g
Uréia 8M ...cccovieiiiiiiiceciceicnene 480,5¢
Agua Ultrapura qsp ........cocoeeeuen.. 1000mL

pH 6,3 ajustado com HCI
Tampao de Lavagem Nativo (Probond)

Imidazol 3M .......ccccevveeeieeeieee. 335 ulL
Sarcosil 3% ..oovvveeiiiiiiiiiiiiee, 3,2mL
NaCl2.5M oo, 3,74¢g

Tampao de Purificacdo 1X q.s.p. .
pH 8,0 ajustado com NaOH 10 N
completar o volume ap0s ajustar o pH
Tampao de Purificaciao 1X

Tampao de Purifica¢do 5X .............. 2,4 mL
Agua Ultrapura q.8.p. «.oceveeueveennnn. 12 mL

Tampao de Eluicao Nativo (Probond)
Imidazol 3M ....ocooviiiiiiiiiii, 1,072 mL
Tampao de Purificagdo 1X g.s.p. ... 12 mL
pH 8,0 ajustado com NaOH 10 N

completar o volume apo6s ajustar o pH

Tampao de Purificacido 5X
NazHPO4 250mM ., 8,87g
NaCl2,5M oo, 36,525¢g

Agua Ultrapura q.s.p. ..coooeveevereenee. 250 mL

NaCl 500mM (Probond)

Na CI 500mM .................. 29,22g...0,117g
Tampao A (de lise) gsp .1000 mL .. 4 mL
pH 7,8 ajustado com NaOH 10 N

Tampao B de ligacdo Desnaturante Qiagen
Na Cl 500mM .................. 29,22g...0,117g
Tampao B q.s.p. «ceveeeeee. 1000 mL .. 12 mL
pH 7,8 ajustado com NaOH 10 N

Tampao C de liga¢do Desnaturante Qiagen

Na C1500mM .................. 29,22¢ ... 0,117¢g
NaCl25M ... 146,1g .... 1,169¢g
Tampao C q.s.p. «cevveenee 1000 mL .. 8 mL

Sarcosil 3% ..ccceveeveniiiieiee
pH 6,0 ajustado com NaOH ou HCI
Tampao de Purificagiao 1X
Tampao de Purificagdo 5X .............. 6,4 mL
Agua Ultrapura q.5.p. c.coeveveveeunne 32 mL

0,8 mL

4 lavagens de 8 mL
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Identificacio da r MSP5-PR1 pela Técnica de Western-blotting

Monte o sanduiche, para a transferéncia de proteinas pela técnica de Western Blotting, em
uma cuba contendo o tampdo de transferéncia para evitar que a formagdo de bolhas
interfira no processo de transferéncia.

Coloque o gel de modo que forme um sanduiche:

a. a primeira metade do suporte da cuba de transferéncia,

b. a esponja embebida no tampao de transferéncia,

c. o papel de filtro embebido no tampao de transferéncia, com as mesmas medidas do gel,

d. o gel que contem as proteinas a serem transferidas,

e. o papel de nitrocelulose embebido uniformemente pelo tampao de transferéncia,

f. papel de filtro,

g. esponja embebidos com tampao de transferéncia e

h. a outra metade do suporte da cuba de transferéncia.

Fixe o sanduiche e coloque-o corretamente no encaixe da cuba cheia com tampao de
transferéncia, de modo que o papel de nitrocelulose fique voltado para o polo positivo
(vermelho), que recebera a corrente elétrica vinda do poélo negativo (preto).

Transfira overnight com 30 V e 15 mA ou por 2 horas a 70 V e 35 mA a 0°C ou em
refrigerador.

a. Desmonte o sanduiche.

b. Retire da membrana de nitrocelulose ¢ marque a posi¢do do padrio de peso das

proteinas, para nao trocar a face que recebeu a transferéncia.

c. Faga o bloqueio da membrana de nitrocelulose com PBS com Tween 20 a 0,1% e leite
desnatado a 5% por uma hora a temperatura ambiente sob agitacdo (leite em pd
desnatado Molico, guardado em aliquotas a — 20° C para que ndo apresente grumos ao
ser reidratado e interfira na reacdo causando um bloqueio irregular na membrana).

d. Core o gel para checar a transferido.

a. Dilua o anticorpo em PBS com Tween 20 a 0,1% e leite desnatado a 5%, sendo 1:500

ou dilui¢do padronizada para anticorpo policlonal dependendo do anticorpo,

ou 2 pg/mL de anticorpo monoclonal, 1:12000 para anticorpo monoclonal de

camundongo anti-MSP5 marcado com peroxidase.

06. b. corte membrana de nitrocelulose a ser testada inoculada com a proteina ser testada

em nimero de tiras igual ao nimero de soros a serem testados na diluicdo adequada PBS

com Tween 20 a 0,1% e leite desnatado a 5%,

* Incubar a membrana com o anticorpo por uma hora a temperatura ambiente sob
agitacao.

Lave a membrana por 5 minutos por 4 vezes com PBS-Tween 20 0,1% sem leite.

Incube a membrana com o anticorpo secunddrio, anti-IgG marcado com peroxidase

diluido 1:2000 em PBS com Tween 20 a 0,1% e leite desnatado a 5% por uma hora a

temperatura ambiente sob agitacdo

* (com anticorpo monoclonal anti-MSP5 ndo necessdrio este passo porque ja vem
marcado com peroxidase).

Lave a membrana por 10 minutos por 6 vezes com PBS-Tween 20 0,1% sem leite.

Revele através da Quioluminescéncia
a. incubar a membrana em solu¢do 1 + solucdo 2 diluidas 1:1.

b. retire o excesso de umidade com auxilio de bastdo de vidro ou papel toalha de boa
qualidade.

c. envolver a membrana em filme plastico de PVC e

Monte o cassete para Raios-X em camara escura,
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a. colocando a membrana de nitrocelulose envolta no filme de PVC com a face que

recebeu a transferéncia voltada para cima,
b. depois a chapa de filme fotografico e feche o cassete.
c. Deixe 1 minuto para que vele o filme e revele em equipamento de Raio X.

* O tempo de exposi¢ao pode variar de acordo com a intensidade da luminescéncia a que

o filme estiver exposto, sendo um tempo maior ou menor.

e quando se usa o anticorpo monoclonal de camundongo anti-MSP5 marcado com

peroxidase omite-se os passos 7, 8 e 10.

Tampaio de Transferéncia Salina Tamponada (PBS 0,01M)
Tris (0,025M) ........ 3.03g... 1,515g NaHPO,.7H,O ... 1,98 g ... 0.99 g (0,001M)
Glicina (0,192M) .. 144 g ... 72 g NaHPOs.HO .. 0,36 ¢ ... 0,18 g (0,003M)
Metanol ................. 200mL .....100mL  NaCl ................ 8,17 g ...4,085 g (0,14M)

Agua dest. g.s.p. .. 1000 mL ...... 500 mL Agua Ultrapura qsp 1000 mL .. 500 mL

Obs.: ndo precisa certar o pH, mas
recomenda-se medir (£ 8,23).
Usar s6 uma vez
Salina Tamponada (PBS 0,01M) 0,1% T Tampao de Bloqueio 5% de leite Desnatado

Na,HPO4.7H,0 . 1,98 g ..0.99 g (0,001M)  Salina Tamponada (PBS 0,01M) 0,1% T ..15 mL
NaH,P04.,0 .. 0,36 g ... 0,18 g (0,003M) I eite Desnatado
NaCl ............ 8,17g ..4,085¢(0,14M) ¢

Agua Ultrapura qsp 1000 mL .. 500 mL

Tween 20 ............ ImL ......... 0,5 mL

............................................. 0,75
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13. Teste de Imunofluorescéncia Indireta:

O teste de Imunofluorescéncia Indireto foi utilizado para detec¢do de anticorpos anti-

A. marginale (IFT), conforme o descrito por Madruga et al. (1986) (GOFF; WINWARD,

1983). Os resultados foram classificados como negativos e positivos com titulo 320 e 640.

2. IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (MADRUGA et al, 1986)

1. Retire as ldminas com antigeno do freezer -20C, descongele e desenhe 21 circunferéncias
com esmalte vermelho sobre o esfregaco sangiiineo com o antigeno.

2. Dilua a 1:320 e 1:640 dois soros controle positivos e um negativo para A. marginale

3. Pipete 10 ul dos soros controle negativos e positivos diluidos a 1:320 e nove soros serem
testados diluidos a 1:320 e 1:640 em cada lamina.

4. Incube por 30 minutos de incubagdo a 37°C, em cAmara umida,

. Lave as laminas por trés vezes durante dez minutos em PBS a pH 7,2, e seque a

temperatura ambiente.

6. Diluir o conjugado de anti-IgG bovina total produzido em coelho conjugado com
Isotiacianato de Fluoresceina (SIGMA) a 1:750 em PBS pH 7,2 e adicione as laminas,

7. Incube por 30 minutos a 37°C em cAmara umida.

8. Lave duas vezes em PBS pH 7,2 durante dez minutos e uma vez em tampao fosfato pH 7,2
a 4°C por cinco minutos, e seque a temperatura ambiente,

9. Adicionada uma camada de glicerina tamponada pH 9,0 e laminula para a leitura em
microscopio EPISCOPIC FLUORESCENCE ATTACHMENT “EF”/“EFA” (NIPPON
KOGAKU K.K.) para imunofluorescéncia e filtros de selecdo de comprimento de onda de
450mm, com oculares de 10 x e objetiva de 40 x.

9]

Solugdes utilizadas:

Tampao Fosfato (PBS) pH 7.2

1) Solugdo A: 2) Solugdo B:
Na,HPO4 - 946¢g KH,PO4 11,34 g
H,O destilada q.s.p.------------ 1000,0 ml H,O destilada q.s.p. --------- 1000,0 ml
Solugao A 112,5 ml
Solucao B 28,0 ml
NaCl - 85¢g
H,O destilada q.s.p. ---------- 1000,0 ml
Tampao Fosfato pH 7,2
Solugao A 100,0 ml

Solu¢dao B 50,0 ml
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13. Teste de ELISA de Competicio (cELISA)

O teste de ELISA por competicao (cELISA) foi realizado segundo Knowles et al.

(1996).

1° Passo: Sensibiliza¢io das microplacas

1.

(98]

Dilua o antigeno MSPS5r/USA (estocado a 1:2 em glicerol) a 1:25 em Tampao
Carbonato/Bicarbonato pH 9,6 (totalizando 1:50) na concentragdo 1 pg/cavidade.
Distribua 100 ul por cavidade.

Misture o antigeno diluido em Mixer ou Vortex durante 5 minutos.

Preencha as microplacas, cobrir com Parafilm e manter overnight no refrigerador.

Proceda o desenvolvimento do protocolo, no dia seguinte, com utilizacdo imediata da
placa ou transferi-la para o freezer.

2° Passo: Adsorcio do soro com MBP (1,3 pg/ml)

l.
2.

Diluir a MBP 1:100: para 1 microplaca diluir 60 ul em 6 ml em Tampao do Conjugado
Deposite em placa de fundo em U 120 ul de MBP diluida e acrescente 120 pl do soro e
incube por 30 minutos, em agitador de placas.

3° Passo: Desenvolvimento do Teste

1.

*x

Retire as placas do refrigerador ou do freezer, esperar descongelar por uma hora em
temperatura ambiente.
Despreze o antigeno. Bloqueie as placas por uma hora, no minimo, com 200 ul de
Tampao de Bloqueio em cada cavidade.
Lave a microplaca com 200 pul de Tampao de Lavagem (PBS com 0,2 % de Tween 20) em
cada cavidade, por 4 vezes.
Adicione 100 pl do soro adsorvido em cada cavidade, em duplicata e incube durante 30
minutos, sob agitagao.
Controles: branco

2 soros positivos

2 soros negativos
Lave a microplaca por 4 vezes,
Adicione 100 pl do conjugado AnaF16C1-HRPO, diluido 1:12000. Incubar por 15
minutos, sob agitagao.
Lave novamente por 4 vezes.
Adicione 50ul de substrato e incubar com por 10 minutos, sob agitacao.
Interrompa a reacdo com 25ul de H,SO4 2N, quando a reagdo apresentar coloracdo
amarelo intenso. Leia em espectrofotometro em 490nm.

10. Apds o teste, o ponto limite ou de corte ¢ 25% de inibigdo
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Solu¢oes Utilizadas

Tampao de Adsorc¢io - Carbonato/Bicarbonato pH 9,6

Na,COs3 1,59 g (15mM)
NaHCO; 2,93 g (35mM)
H,O destilada q.s.p. ------ 1000,00 ml
Salina Tamponada de Fosfato de Potassio a 0,5 M pH 7,2 (PPBS)
Solucao A 0,5M KH,PO4 --- 5,14 ml
Solu¢ao B 0,5M K,HPO, --- 13,3 ml
NaCl 8,76 ¢
H,O destilada q.s.p. ------------- 1000,00 ml
Solu¢io A 0,5 M Solu¢iao B 0,5 M
KHoPOys o 68,045 ¢ KoHPO4 o 87,09 ¢
Agua Destilada ..........coeevvennennn. 1000 mL Agua Destilada ..........ccccuvennenn. 1000 mL

Tampao de Bloqueio pH 7,2 -Sol. Estoque 2x [ |

KH,PO4 0,5M (Sol. A) --------- 56 ml

K;HPO4 0,5M (Sol. B -------- 144 ml

BSA (fragdo V) -----------mmmm- 10 g

Glicina I5 ¢

Sacarose 40 ¢

H,0 dest. 1000 ml

Tampao de Bloqueio pH 7,2 - Solucdo em Uso

Tampao de Bloqueio --------------- 500 ml

PPBS (sem BSA) 500 ml

Tampao de Lavagem Tampio de Dilui¢io do Conjugado (4°C)

PPBS 0,5M pH 7,2 100 ml

0 .
PBS/0,2% Tween Rinse pH 7.4 Soro Albumina Bovina (BSA Fra¢doV)--1g

Na ClI 8,00 g
KCl 0,20 g
NazHPO4 1,44 g
KH,PO, 0,24 ¢
Tween 20 --- 2,00 ml
H,O destilada q.s.p. ----------- 1000,00 ml

Tampao do Substrato - Tampao Citrato pH 7,4
Solu¢io estoque

0,1 M Acido Citrico -------------- 24,3 ml
0,2 M Fosfato de Sodio Dibasico- 25,7 ml
H,O destilada q.s.p. ---------------- 100,00 ml
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14. Avaliacdao do ELISA de competicio tendo como antigeno a Proteina Recombinante
MSP5-PR1 (r MSP5-PR1)

1° Passo: Sensibiliza¢io das microplacas

5. Dilua o antigeno rMSP5-PR1 (estocado a 1:2 em glicerol) a 1:25 em Tampao
Carbonato/Bicarbonato pH 9,6 (totalizando 1:50) na concentragdo 2 pg/cavidade.
Distribua 100 pl por cavidade. Misture o antigeno diluido em Mixer ou Vortex durante 5
minutos.

6. Preencha as microplacas, cobrir com Parafilm e manter overnight no refrigerador.

7. Proceda o desenvolvimento do protocolo, no dia seguinte, com utilizagdo imediata da
placa ou transferi-la para o freezer.

2° Passo: Adsor¢ao do soro com lisado de E. coli BL21 Star (DE3) One Shot™

1. Dilua o de E. coli BL21 Star (DE3) One Shot'™ na concentrac¢io de 0,22 pg/ml em
Tampao de Conjugado.

e Deposite em placa de fundo em U 120 pl do lisado diluido e acrescente 120 ul do soro e
incube por 30 minutos, em agitador de placas.

3° Passo: Desenvolvimento do Teste

11. Retire as placas do refrigerador ou do freezer, esperar descongelar por uma hora em
temperatura ambiente.
12. Despreze o antigeno. Bloqueie as placas por uma hora, no minimo, com 200 ul de
Tampao de Bloqueio em cada cavidade.
13. Lave a microplaca com 200 pl de Tampao de Lavagem (PBS com 0,2 % de Tween 20) em
cada cavidade, por 4 vezes.
14. Adicione 100 ul do soro adsorvido em cada cavidade, em duplicata e incube durante 30
minutos, sob agitagao.
Controles: branco
2 soros positivos
2 soros negativos
15. Lave a microplaca por 4 vezes,
16. Adicione 100 pl do conjugado AnaF16CI1-HRPO, diluido 1:12000. Incubar por 15
minutos, sob agitacao.
17. Lave novamente por 4 vezes.
18. Adicione 100ul de substrato e incubar com por 10 minutos, sob agitacao.
19. Interrompa a reagdo com 50ul de H,SO4 2N, quando a reagdo apresentar coloragdo
amarelo intenso. Leia em espectrofotometro em 490nm.
20. Apos o teste, o ponto limite ou de corte € 25% de inibi¢ao
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Tampao de Adsorc¢io - Carbonato/Bicarbonato pH 9,6

Na,COs3 1,59 g (15mM)
NaHCO; 2,93 g (35mM)
H,O destilada q.s.p. ------ 1000,00 ml
Salina Tamponada de Fosfato de Potassio a 0,5 M pH 7,2 (PPBS)
Solucao A 0,5M KH,PO4 --- 5,14 ml
Solu¢ao B 0,5M K,HPO, --- 13,3 ml
NaCl 8,76 ¢
H,O destilada q.s.p. ------------- 1000,00 ml
Solu¢io A 0,5 M Solu¢iao B 0,5 M
KHoPOys o 68,045 ¢ KoHPO4 o 87,09 ¢
Agua Destilada ..........coeevvennennn. 1000 mL Agua Destilada ..........ccccuvennenn. 1000 mL

Tampao de Bloqueio pH 7,2 -Sol. Estoque 2x [ |

KH;PO4 0,5M (Sol. A) --------- 56 ml
K;HPO4 0,5M (Sol. B -------- 144 ml
BSA (fragdo V) -----------mmmm- 10 g
Glicina 50 g
Sacarose 40 g
H,O dest. 1000 ml

Tampao de Bloqueio pH 7,2 - Solu¢io em Uso

Tampao de Bloqueio --------------- 500 ml
PPBS (sem leite desnatado) ------- 500 ml
Tampao de Lavagem Tampao de Diluicio do Conjugado (4°C)

PPBS 0,5M pH 7,2 100 ml
Soro Albumina Bovina (BSA FragaoV)--1g

PBS /0,2% Tween Rinse pH 7.4

Na Cl 8,00 g
KCl 0,20 g
Na,HPO, 1,44 g
KH2PO4 0,24 g
Tween 20 --- 2,00 ml

H,O destilada q.s.p. ----------- 1000,00 ml



Tampao do Substrato - Tampao Citrato pH 7,4

Solugao estoque

0,1 M Acido Citrico -------------- 24,3 ml
0,2 M Fosfato de Sodio Dibasico- 25,7 ml
H,O destilada q.s.p. ---------------- 100,00 ml

Dosagem Protéica pelo Método Bradford (BRADFORD, 1976).

Preparo do Corante
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01. Dissolva 25 mg (0,025 g) de Brilliant Blue (Comassie Brilliant Blue G Anhydrous —
Sigma B 1131 PM 854 C47H43N307S;Na) em 12,5 mL de Etanol 95%.

02. Adicione 25 mL de Acido Orto-Fosférico 85%.

03. Complete o volume para 250 mL com Agua Bidestilada. Filtre em Papel de Filtro.
Obs.: * Homogeneizar bem em todas as etapas para evitar formacao de grumos.

* O corante deve ser de cor tijolo.

* Armazene a temperatura ambiente em frasco escuro com tampa esmerilhada.

* Verifique se ha formagao de grumos toda vez que for utilizado.
* O corante ¢ estavel indefinidamente. SO ha necessidade de filtracdo antes da

confec¢do de outra curva.

Preparo de Soro Albumina Bovina (SAB)

01. Dissolva 6 mg (0,006 g) de SAB (Albumin Bovine Fraction V — Powder, estocada em

freezer — 20°C) em 10 mL de NaCl 0,9%.

* Homogeneize bem para dissolucdo de toda a SAB, sob agitacdo lenta para evitar

formagdo de espuma.

* Prepare apenas 15 mL de SAB, ndo sendo necessarios 50 mL para a plotagem da curva

de calibragao

02. Complete o volume para 15 mL com Solug¢do Salina 0,9%.

Construcio da Curva Padrao.

TUBOS SAB (mL) SALINA 0,9% (mL)
Branco - 2,5

1 0,5 2

2 1,0 1,5

3 1,5 1,0

4 2,0 0,5

5 2,5 -

01. Leia em 280 nm de absorbancia em luz ultravioleta.

02. Calibre o Espectrofotometro com Solu¢do Salina 0,9% (branco) em zero % de

absorbancia e 100 % de transmitancia
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03. Dilua a SAB em vidraria limpa e homogeneize lentamente (inversdao ou Vortex). Leia
apos 2 minutos a uma hora, ao estabilizar o valor apresentado pelo espectrofotometro.
04. Determine a concentragdo da SAB pura (tubo 5): ex.:
Absorbancia em 280 nm = 0,240: C = 240 =363 pg/ mL (padrdo para esta SAB)
0,66
05. Determine a concentragdo da SAB diluida (ndo ¢ necessaria a leitura no
espectrofotometro, basta o calculo matematico).
Obs.: Resultados da confecgdo de curva ja realizada.
Ex.: SAB pura com leitura de 0,22, entdo: C = 220 = 333 pg/mL

0,66
Tubos Volume Total Concentraciode Dosagem de | Concentracio de
Volume de SAB SAB SAB pura SAB pug / mL
1A 5:1 5 333 : 5 66,6
2A 5:2 2,5 333 : 2,5 133,2
3A 5:3 1,66 333 : 1,6 200,6
4A 5:4 1,25 333 : 1,25 266,4
SA 5:5 1 333 : 1 333,0

Determinaciao da Concentracao Final da SAB

01. Inteire-se antecipadamente com o manuseio do Espectrofotometro a ser usado para as
leituras através das quais se faz a dosagem protéica.

02. Calibre o Espectrofotdmetro para a Absorbancia 595 nm em zero % de Absorbancia e
100% de Transmitancia com o corante de Bradford e Solu¢ao Salina, somando 2 mL,
sendo:

50 pL (0,05 mL) de Solugao Salina 0,09% + 1950 pL do corante de Bradford.

03. Leia em absorbancia 595 nm com as dilui¢des dos tubos 1, 2, 3,4 ¢ 5 de SAB, com:

50 uL (0,05 mL) da respectiva diluicao de SAB + 1950 uL do corante de Bradford.

Tubos Salina (uL) SAB DILUIDO Corante de Bradford (uL)
Branco 50 - 1950

1B - 50 puL do tubo 1A 1950

2B - 50 uL do tubo 2A 1950

3B - 50 uL do tubo 3A 1950

4B - 50 puL do tubo 4A 1950

5B - 50 uL do tubo 5A 1950

04. Calcule a concentragdo final da SAB:
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Tubos | Concentragio de SAB pg/ mL (leitura a 280 nm) x Concentracio

diluicio de SAB Protéica

: pelo volume total (ug /mL)
1 66,60 x 0,05 :2,0 1,62
2 133,2x 0,05 :2,0 3,25
3 200,6 x 0,05 :2,0 5,08
4 266,4x 0,05 :2,0 6,50
5 333,0x 0,05 :2,0 8,12

05. Leia a absorbancia da proteina na amostra e plote os resultados da concentragdo protéica

em pg / mL calculada para cada diluicdio na ordenada (eixo x) e os valores de
testada em cada dilui¢do na abscissa (eixo y) em papel

milimetrado formato A4 “Probus” (dois quadrantes grandes por item).

absorbancia da proteina

Pontos de Leitura

Absorbancia da Proteina

Concentracao Protéica

Eixo Y (ug / mL) Eixo X
1° ponto 0,10 1,62
2° ponto 0,20 3,25
3° ponto 0,28 5,08
4° ponto 0,36 6,50
5° ponto 0,44 8,12

05. Interprete o grafico através da férmula:

[ ] obtidax2:0,05: 1000 x fator de diluicio = mg/ mL

Onde: 2 = volume do diluido.
0,05 = quantidade da amostra em pg.
1000 = para passar de pg para mg.
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