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Bovine anaplasmosis is a major disease in tropical and subtropical regions of the
world by determine economical loss due mortality and productive reduction. The disease
is caused by Anaplasma marginale, an intraerythrocytic rickettsia whose control requires,
besides an efficient vaccine, the accurate identification of chronically infected cattle.
Although the existence of diverse methods of diagnosis of this rickettsia, the serological
methods, in particular the enzyme immunosorbent assays (ELISAs), are the most used
due to its versatility and practice. However, due to the high number of antigens currently
available, an evaluation becomes necessary to define which antigens present the better
performance in the diagnosis of anaplasmosis. Sera from cattle positive or negative to A.
marginale by PCR, and sera from cattle proceeding from Brazil and Costa Rica, were
tested by ELISAs based in recombinant MSP1a, MSP2, and MSP5, a pool of the three
recombinant proteins, and initial body lisate antigen (Cl). Using sera from A. marginale
positive cattle by PCR, the highest sensitivity was shown by Cl ELISA. Nevertheless, the
highest specificity, with sera from negative cattle by PCR, was shown by recombinants
ELISAs. The percentiles of positive cattle from Brazil and Costa Rica were higher with CI
ELISA. Reasons for such differences were discussed.

INDEX TERMS: Anaplasma marginale, ELISA, recombinant proteins, antigens.

RESUMO.- Anaplasmose bovina € uma doenga com gran-
de importancia nas regides tropicais e subtropicais do
mundo por determinar perdas econdémicas devido a mor-
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talidade e reducdo da produtividade. E causada por Ana-
plasma marginale, uma riquétsia intraeritrocitica obriga-
téria cujo controle requer, além de uma vacina eficiente,
uma acurada identificagdo de bovinos cronicamente in-
fectados. Apesar de existirem atualmente diversos méto-
dos de diagndstico dessa riquétsia, os métodos sorologi-
cos, em particular o ensaio de imunoadsorgao enzimatica—
ELISAs, sdo os mais utilizados devido a sua versatilidade
e praticidade. No entanto, devido ao grande ndmero de
antigenos disponiveis, atualmente torna-se necesséria
uma avaliacdo para definir quais antigenos apresentam
um melhor desempenho no diagndstico da anaplasmose.
Soros de bovinos positivos e negativos para A. marginale
por PCR, e soros de animais provenientes do Brasil e
Costa Rica, foram testados em ELISAs baseados em
MSP1a, MSP2 e MSP5 recombinantes, um pool das trés
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proteinas recombinantes, e antigeno de lisado de corpus-
culos iniciais da riquétsia (Cl). Utilizando soro de bovinos
positivos para A. marginale por PCR, uma maior sensibi-
lidade foi observada no ELISA CI. No entanto, uma maior
especificidade, com soro de bovinos negativos a PCR, foi
observada com os ELISAs recombinantes. O porcentual
de bovinos positivos do Brasil e Costa Rica foi maior com
ELISA CI. Razdes para essas diferencas sao discutidas.

TERMOS DE INDEXAQAO: Anaplasma marginale, ELISA, pro-
teinas recombinantes, antigenos.

INTRODUCAO

Anaplasmose bovina é uma doenca com grande impor-
tancia nas regides tropicais e subtropicais do mundo por
determinar perdas econdmicas devido a mortalidade, re-
dugéo da produtividade dos rebanhos e custos com trata-
mentos (Palmer et al. 1986, Kocan et al. 2003). E causa-
da por Anaplasma marginale, uma riquétsia intraeritrocitica
obrigatdria pertencente a ordem Rickettsiales, que foi re-
centemente reorganizada em duas familias Anaplasma-
taceae e Rickettsiaceae baseada na andlise genética de
16S rBNA, groELS e genes que codificam para proteinas
de superficie (Dumler et al. 2001).

O controle de A. marginale requer além de uma vaci-
na eficiente uma acurada identificacao de bovinos porta-
dores (Andrade et al. 2004). Os métodos de detecgao dis-
poniveis atualmente baseiam-se na identificagéo de DNA
da riquétsia no sangue por PCR, ou na identificagéo de
anticorpos especificos no soro (McGuire et al. 1991,
Knowles et al. 1996). Apesar da alta sensibilidade e es-
pecificidade dos métodos moleculares, os métodos soro-
I6gicos permanecem sendo os mais utilizados (Silva et
al. 2006).

Uma variedade de testes soroldgicos, como imunoflu-
orescéncia indireta (IFl), fixagdo do complemento (Gon-
zalez et al. 1978), soroaglutinagédo (Amerault & Roby
1968), radioimunoensaio (Schuntner & Leatch 1988), e
ensaios de imunoadsorcéo enzimatica (ELISA) (Thoen et
al. 1980), tém sido desenvolvidos para detectar anticor-
pos para A. marginale em bovinos. Dentre estes, o ELISA
é o teste mais aplicado devido a sua versatilidade e
praticidade (Thoen et al. 1980, Winkler et al. 1987, Duzgun
et al. 1988, Nielsen et al. 1996).

Alguns ELISAs para o diagndstico de A. marginale uti-
lizam como antigeno lisado de corpusculos iniciais da
riquétsia parcialmente purificados de eritrocitos bovinos
infectados (Barry et al. 1986, Madruga et al. 2000). No
entanto, esses ensaios apresentam uma especificidade
reduzida devido a reacdes falso positivas provocadas pela
combinagcdo de anticorpos anti-eritrécitos e proteinas
eritrociticas que possam estar contaminando o antigeno
(Knowles et al. 1996). Por isso, nos ultimos anos, com o
auxilio das técnicas de DNA recombinante, a melhoria no
diagndstico soroldégico de A. marginale focou-se na iden-
tificacao e producao de proteinas de superficie da riquétsia
que pudessem ser utilizadas como antigenos. Recente-
mente, algumas dessas proteinas foram produzidas e
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avaliadas como antigenos em ELISAs, MSP1a e MSP2
(Araujo et al. 2005), MSP5 (Torioni de Echaide et al. 1998,
Silva et al. 2006, Melo et al. 2007), todas apresentado
bons niveis de sensibilidade e especificidade. No entan-
to, esse grande numero de antigenos disponiveis atual-
mente tem levantado algumas questdes relativas a qual
antigeno utilizar e qual deles apresenta um melhor de-
sempenho no diagnodstico de A. marginale em nivel de
campo. Essas questdes infelizmente ndao puderam ser
respondidas com base apenas na literatura, devido a di-
ferencas nas metodologias de avaliagdo dos antigenos,
que dificultam a comparacao entre eles. Por isso esse
trabalho teve como objetivo, além de padronizar um ELISA
baseado em um coquetel de antigenos recombinantes,
comparar o seu desempenho com o de varios antigenos
para o diagndstico de A. marginale em bovinos.

MATERIAL E METODOS

Os ELISAs baseados em lisado de corpusculos iniciais de
Anaplasma marginale (Cl), MSP1a e MSP2, e MSP5, foram
realizados conforme descrito em Madruga et al. (2000), Araujo
et al. (2005) e Melo et al. (2007), respectivamente.

Para a padronizagao do ELISA baseado em um coquetel de
proteinas recombinantes (MIX), diluicbes 6timas dos antigenos,
soros, conjugado e tampdes utilizados no ensaio, assim como
o tempo de parada da reagdo enzimatica, foram avaliados com
seis amostras de soros de bovinos negativos e seis positivos
para A. marginale por PCR para mspb5.

Apoés determinagdo dos pardmetros 6timos, microplacas’
foram adsorvidas com as proteinas recombinantes MSP5,
MSP1a, e MSP2 (10,4ng, 6ng e 6,4ng/poco, respectivamente)
diluidas em tampao Dulbelcco’s pH 7,2 (DPBS) e adicionados
100 w/poco. As placas foram incubadas por 1 hora a 37°C, e
ao final desse periodo foram lavadas cinco vezes com Phosphate
buffered saline (PBS) contendo 0,1% Tween 20 (PBST) e blo-
queadas com PBST + 5% de leite desnatado (100ul/pogo) por
1 hora a 37°C. Em seguida foram lavadas mais uma vez, con-
forme descrito anteriormente, e os soros controles e testes adi-
cionados (100ul/pogo) diluidos a 1:600 em PBST, e as placas
novamente incubadas por 1 hora a 37°C. Ao final desse perio-
do uma nova etapa de lavagem foi realizada e o conjugado
anti-lgG bovino/peroxidase® adicionado (100 ul/pogo) diluido
1:10.000 em PBST. Apds incubagéo por 30 minutos a 37°C, as
placas foram lavadas e reveladas com Fast-OPD® conforme
instrucdes do fabricante. Apds cinco minutos as reagoes foram
paradas com HCI 3N (50ul/poco), e as densidades opticas (DO)
obtidas em espectrofotometro para microplacas'®, com compri-
mento de onda de 490nm.

A linha de corte foi estabelecida para cada placa conforme
metodologia descrita em Frey et al. (1998), utilizando-se 10 soros
controles negativos e um nivel de confianca de 99,0%.

7 Costar 3590®, Corning Incorporated - Life Sciences, 900 Chelmsford
Street, Lowell, Massachusetts, USA.

8 Anti-IgG bovino/peroxidase, Sigma-Aldrich, 3050 Spruce Street, Saint
Louis, Missouri, USA.

9 Fast OPD®, Sigma-Aldrich, 3050 Spruce Street, Saint Louis,
Missouri, USA.

10 Microplate Reader EL-800®, Bio Tek Instruments, P.O. Box 998,
Highland Park, Winooski, Vermont, USA.
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Para a determinacdo das sensibilidades e especificidades,
foram utilizadas 59 amostras de soro de bovinos positivos a
PCR para msp5, sendo 33 experimentalmente infectados e 26
naturalmente infectados, e 75 amostras de soro de bovinos
negativos, também a PCR para msp5. Os calculos foram
realizados em tabelas de contingéncia 2x2 (Quadro 1) conforme
descrito em Coggon et al. (1993).

Para comparar o desempenho dos ELISAs em condicdes
de campo, 360 amostras de soro de bovinos provenientes do
Brasil (Estados do Para n=80 e Rio de Janeiro n=140) e Costa
Rica (n=140) foram testadas.

As comparagdes entre as freqliéncias de soropositivos para
cada antigeno nas trés regides estudadas e as freqiiéncias de
resultados discordantes, com base nos resultados de PCR,
foram realizadas com o teste de Qui-quadrado com nivel de
significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 59 amostras de soro de bovinos positivos para Ana-
plasma marginale por PCR, 50 (84,75%) apresentaram
resultado positivo nos ELISAs com MSP5, MSP1a e MSP2,
54 (91,53%) com MIX e 56 (94,92%) com CI. Dentre as 75
amostras negativas a PCR, 74 (98,66%) também foram
negativas nos ELISAs com MSP5, MSP1a, MSP2 e MIX, e
apenas 70 (93,33%) foram negativas com CI (Quadro 1).
As propor¢des de resultados falsos negativos foram signi-
ficativamente maiores (P<0,05) nos ELISAs com antige-
nos recombinantes. J& com Cl, uma maior proporcao de
resultados falsos positivos (P<0,05) foi observada (Qua-
dro 1). Esses resultados refletiram-se na maior sensibilida-
de e menor especificidade do ELISA com CI em relagao
aos antigenos recombinantes (Quadro 2).

Em um estudo recente Silva et al. (2006) compararam
um ELISA baseado em MSP5 recombinante de A. margi-
nale com outro baseado em Cl e nao observaram diferen-
cas significativas entre eles. Esse resultado nao corrobo-

Quadro 1. Comparacao entre ELISAs e PCR para MSP5 de
Anaplasma marginale dos bovinos utilizados como
referéncia para determinacao dos parametros de sensibi-
lidade e especificidade

PCR MSP5

Antigeno Positivo  Negativo Total
MSP5 Positivo 50 1 51
Negativo 9 74 83

Total 59 75 134
MSP1a Positivo 50 1 51
Negativo 9 74 83

Total 59 75 134
MSP2 Positivo 50 1 51
Negativo 9 74 83

Total 59 75 134
Mixa Positivo 54 1 55
Negativo 5 74 79

TOTAL 59 75 134
clb Positivo 56 5 61
Negativo 3 70 73

TOTAL 59 75 134

a MIX: MSP1a/MSP2/MSP5.
b Cl: Lisado de corpusculos iniciais de A. marginale.

Quadro 2. Parametros de sensibilidade e especificidade
para ELISAs baseados em diferentes antigenos de
Anaplasma marginale

Antigeno Sensibilidade (%) Especificidade (%)
MSP5 84,75 98,67
MSP1a 84,75 98,67
MSP2 84,75 98,67

MIX 91,53 98,67
Cl 94,92 93,33

ra 0s aqui observados, porém, pode ser justificado devido
a utilizacéo da IFI como teste de referéncia. Este proble-
ma foi ressaltado também por Melo et al. (2007), justifi-
cando a utilizagéo de testes mais sensiveis, como a PCR,
como ensaios de referéncia, sob o risco de superestimar
os parametros de sensibilidade e especificidade dos tes-
tes que estdo sendo padronizados. Apesar disso, a IFI foi
bastante utilizada como teste de referéncia no desenvol-
vimento de novos ELISAs para o diagndstico de A. margi-
nale, resultando em sensibilidades tao altas quanto 100%,
observada por Madruga et al. (2000) em ELISA com Cl, e
99%, observada por Araujo et al. (2005) em ELISAs base-
ados em MSP1a e MSP2 recombinantes.

Melo et al. (2007), também observaram parametros de
sensibilidade (96,97%) e especificidade (100%), em um
ELISA baseado em MSP5 recombinante truncada, supe-
riores aos observados aqui. Nesse caso, uma possivel
explicacdo seria a utilizagdo apenas de soros provenien-
tes de bovinos experimentalmente infectados e bovinos
mantidos em isolamento como amostras de referéncia para
a determinagcéo desses parametros. Isso poderia supe-
restimar tanto a sensibilidade quanto a especificidade do
teste. Uma vez que os protocolos de infeccao experimen-
tal por A. marginale geralmente utilizam inéculos conten-
do um grande nimero de riquétsias (101° eritrécitos infec-
tados) (Palmer et al. 1988, Gale et al. 1996, Hope et al.
2003), o que leva o animal a desenvolver altos titulos de
anticorpos, os quais podem ser detectados por testes de
menor sensibilidade. Por outro lado, os animais mantidos
em isolamento ficam impossibilitados de contrair outros
patdgenos sanguineos, como Babesia bovis, B. bigemina,
Anaplasma phagocytophilum e A. bovis, que poderiam
induzir a formagéao de anticorpos, os quais poderiam rea-
gir cruzadamente com os antigenos de A. marginale, pro-
duzindo consequentemente resultados falsos positivos
(Silva et al. 2006, Santos & Carvalho 2006, Goées et al.
2007).

Apesar de os ELISAs baseados em antigenos recom-
binantes apresentarem uma maior proporcao de resulta-
dos falsos negativos, todos apresentaram reacédo falso
positiva. Com relagdo aos testes que utilizaram MSP5
como antigeno (MSP5 e MIX), isso pode ser facilmente
explicado devido ao fato dessa proteina ser conservada
entre outras espécies de Anaplasma e Ehrlichia (Ndung’u
et al. 1995, Dreher et al. 2005, Alleman et al. 2006), € ja
existirem relatos de reagdes soroldgicas cruzadas entre
MSP5 de A. marginale e A. phagocytophilum em bovinos
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(Dreher et al. 2005). Ja com relagéo ao ELISA com MSP2,
apesar de nao existirem relatos sobre reagdes soroldgi-
cas cruzadas com outras espécies de Anaplasma, essa
proteina apresenta ortdlogos em todas as espécies co-
nhecidas do género (Palmer et al. 1998, Shkap et al. 2002,
Lin et al. 2004, De La Fuente et al. 2005). O mesmo nao
acontecendo com MSP1a (De La Fuente et al. 2005).

A proporgao superior de resultados falsos positivos no
ELISA com CI em relagéo aos antigenos recombinantes
provavelmente ocorreu devido a rea¢des entre residuos
protéicos de eritrécitos, provenientes do processo de pro-
ducdo do antigeno, com anticorpos anti-eritrociticos. Ape-
sar do desenvolvimento desses anticorpos (anti-eritrociti-
C0Ss) serem um processo patoldgico ja bem documentado
para alguns hemoprotozoarios como Babesia gibsoni em
caes (Adachi et al. 1992), Babesia rodhaini e Plasmodium
berghei em camundongos (Kanbara et al. 1988), em bovi-
nos apenas recentemente foi confirmado com Babesia
bigemina (Godes et al. 2007). Além disso, Madruga et al.
(2000) ja haviam documentado 6,7% e 1,4% de reacdes
sorolégicas cruzadas entre B. bovis, B. bigemina e Cl de
A. marginale. Assim como Silva et al. (2006) observaram
15% de reagdes sorolégicas cruzadas entre B. bovis e Cl
da mesma riquétsia.

Analisando soros de diversas regides observou-se uma
freqliéncia significativamente maior (P<0,05) de bovinos
soropositivos com o Cl em relagao aos antigenos recom-
binantes (Quadro 3). Com base no exposto até aqui, é
provavel que parte desses resultados sejam falso positi-
VoS, provenientes de reagdes cruzadas com outras espé-
cies de Anaplasma, Ehrlichia e/ou Babesia.

Quadro 3. Numero de bovinos soropositivos nos ELISAs
com diferentes antigenos de Anaplasma marginale
provenientes do Brasil e Costa Rica

n MSP5 MSP1a MSP2 MIX Cl

Costa Rica 140 16 20 18 17 48
Para 80 59 59 60 60 60
Rio de Janeiro 140 43 38 48 54 69
Total 360 118a 117a 126a 131a 177b

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05)
pelo teste %2.

Outro ponto importante nesse trabalho foi a padroni-
zacao de um ELISA utilizando como antigeno um coque-
tel de proteinas recombinantes. A hipdtese inicial era de
que uma maior variedade de epitopos resultaria em um
aumento significativo da sensibilidade do teste, conforme
observado por Bradley et al. (1993) para Onchocerca
volvulus. Porém, o mesmo nao foi observado para A.
marginale. Uma possivel explicacdo para tal fato é que ja
sendo antigenos de alto desempenho, um aumento signi-
ficativo nos pardmetros de sensibilidade e especificidade
s6 seria possivel de ser observado analisando-se um nu-
mero excepcionalmente grande de amostras, o que tor-
naria o trabalho invidvel economicamente (Luiz &
Magnanini 2000).
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Finalmente, embora mais sensivel, o ELISA com anti-
geno bruto apresentou uma especificidade inferior aos
antigenos recombinantes, além de ter um processo de
producdo mais laborioso e com sérias implicacoes éti-
cas, uma vez que depende de animais experimentalmen-
te infectados. Além disso, como se pdde observar neste
trabalho, a utilizacdo de testes de referéncia mais sensi-
veis, assim como a utilizacdo de animais a campo como
unidades experimentais, € de fundamental importancia
para que os parametros dos novos ensaios sejam os mais
proximos da realidade.
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