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This paper reports the detection of antibodies against Anaplasma sp. in goats and sheep from the semi-arid
region from Pernambuco State, Brazil, using an enzyme-linked immunosorbent assay with recombinant MSP5 of
Anaplasma marginale. Sera from 243 goats and 68 sheep from Ibimirim municipality were analyzed and frequencies
of antibodies of 11.93% (29/243) and 16.17% (11/68) were found for goats and sheep, respectively. The

epidemiological relevance of the findings was discussed.
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RESUMO

Neste trabalho ¢ descrita a detec¢do de anticorpos para
Anaplasma sp. em caprinos e ovinos da regido do semi-arido
do Estado de Pernambuco, Brasil, utilizando-se um ensaio de
imunoadsor¢@o enzimatica baseado em MSP5 recombinante
de Anaplasma marginale. Foram analisados soros de 243 ca-
prinos e 68 ovinos provenientes do municipio de Ibimirim, e
observadas freqiiéncias de anticorpos de 11,93% (29/243) e
16,17% (11/68) para caprinos e ovinos, respectivamente. A
importancia epidemiologica dos achados foi discutida.
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Anaplasma sp. ¢ uma bactéria intracelular obrigatoria que
infecta bovinos (Anaplasma marginale, A. centrale e A.
bovis) e pequenos ruminantes (A. ovis) (KUTTLER et al.,
1984). O género Anaplasma pertence a ordem Rickettsiales,
familia Anaplasmataceae (DUMLER et al., 2001). Recente-
mente, Dumler et al. (2001) propuseram a reorganizacao da
ordem Rickettsiales e foram incluidos ao género Anaplasma
algumas espécies do género Ehrlichia. Desta forma, passa-
ram a ser incluidas ao género Anaplasma as espécies: A.
phagocytophilum, que infecta e causa doenga em uma grande
variedade de hospedeiros (humanos, caninos, bovinos,
eqiiideos e pequenos ruminantes) ¢ A. bovis, recentemente,
descrita infectando bovinos na microrregido de Campos dos
Goytacazes, Estado do Rio de Janeiro, Brasil (SANTOS;
CARVALHO, 2006).

A distribuigdo das espécies de Anaplasma que infectam
pequenos ruminantes, principalmente A. ovis, tem sido relata-
da em varios paises da Europa (HORNOK et al., 2007), A fri-
ca, Estados Unidos (NDUNG’U et al., 1995) e Asia (LIU et
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al., 2005). No entanto, nos paises da América do Sul, dentre
os quais o Brasil, a ocorréncia de anaplasmose em pequenos
ruminantes sao escassos (MOTA et al., 1996).

Pesquisas sobre as proteinas de membrana externa de
Anaplasma sp. tém possibilitado o desenvolvimento de en-
saios de imunoadsor¢do enzimatica (ELISA), baseados em
proteinas recombinantes de A. marginale (ARAUJO et al.,
2005), dentre as quais MSPS5 (SILVA et al., 2006). Essas pes-
quisas tém oferecido também uma grande gama de informa-
cOes sobre a conservagdo dessas proteinas no género
(DREHER et al., 2005; STRIK et al., 2007), inclusive com
reacdes sorologicas cruzadas descritas entre MSP5 de A.
marginale, A. centrale, A. phagocytophilum e A. ovis
(DREHER et al., 2005), e entre MSP5 de A. phagocytophilum
e A. platys, Ehrlichia canis ¢ E. chaffeensis (STRIK et al.,
2007).

Com o objetivo de pesquisar anticorpos para Anaplasma
sp. em caprinos e ovinos da regido do semi-arido do Estado
de Pernambuco, foram obtidas amostras de soro de 243 ca-
prinos e 68 ovinos provenientes do municipio de Ibimirim.

A deteccdo dos anticorpos foi realizada utilizando-se um
ensaio de ELISA, baseado em MSP5 recombinante de A.
marginale (MELO, 2006), adaptado para ovinos e caprinos.
Para isto, foram utilizadas microplacas Greiner Bio One
(Microlon, 655101), e as dilui¢des 6timas de antigeno, soros,
conjugado ¢ tampdes, assim como o tempo de parada da rea-
¢do foi avaliado testando-se trés soros pré-imunes e trés soros
imunes provenientes de dois ovinos e um caprino. Os ani-
mais, clinicamente saudaveis foram inoculados trés vezes por
via subcutanea, com aproximadamente 1ug de lisado de cor-
pusculo inicial de A. marginale (isolado Pernambuco — Zona
da Mata) com intervalos de sete dias. A primeira inoculag@o
foi realizada com o adjuvante MPL + TDM + CWS (Sigma,
M-6661) conforme instrug¢des do fabricante, e as inocula¢des
subseqiientes foram feitas com adjuvante incompleto de
Freund (Sigma, F-5506) também conforme instrugdes do fa-
bricante.

O protocolo de inoculagdo utilizado mostrou-se eficaz na
producdo de anti-soro especifico de caprino e ovino contra
MSPS5 de A. marginale. Os soros imunes dos ovinos apresen-
taram densidades opticas médias 2,6 a 5,5 vezes superiores
aos respectivos soros pré-imunes. Com relag@o ao caprino, a
densidade optica do soro imune superou em apenas duas ve-
zes a do soro pré-imune. Isso representa uma alternativa para
o desenvolvimento de anti-soro especifico de caprino e ovi-
no, para utilizagdo como controles em ensaios sorologicos,
em regides nas quais nao se dispde de soros de animais reco-
nhecidamente infectados.

Com relagdo a freqiiéncia de anticorpos dos caprinos ¢
ovinos avaliados, 11,93% (29/243) ¢ 16,17% (11/68), respec-
tivamente, apresentaram anticorpos para MSP5. Esses resul-
tados foram inferiores aos encontrados por Ndung’u et al.
(1995) em regides da Africa, aos encontrados por Razmi et
al. (2006) no Iran (80,30% em caprinos, 47,53% em ovinos)
e Hornok et al. (2007) na Hungria (99,40% em ovinos).
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A possivel explicagdo para a baixa freqiiéncia de
anticorpos encontrada pode estar relacionada as condi¢des
climaticas adversas da regido e sua influéncia sobre a biolo-
gia reprodutiva dos carrapatos vetores (KESSLER; SCHENK,
1998). Apesar disso, esses resultados sdo relevantes sob dois
aspectos principais: 1) por ser o primeiro relato sobre a detecgdo
de anticorpos para MSP5 de A. marginale em caprinos e ovi-
nos no Brasil; ii) e a presencga desses anticorpos sugere que
algumas espécies de Anaplasma e/ou de Ehrlichia que
infectam pequenos ruminantes estdo presentes na regiao.

Atualmente, reconhece-se que, devido a conservagio da
proteina MSP5 na familia Anaplasmataceae, os ensaios soro-
l6gicos que utilizam essa proteina como antigeno ndo sio ca-
pazes de distinguir infecgdes causadas por Anaplasma sp. ou
Ehrlichia sp., principalmente se utilizados para animais pas-
siveis de infec¢do por mais de uma espécie (DREHER et al.,
2005). No entanto, representam importantes ferramentas de
triagem para detec¢ao das infecgdes por Anaplasma/Ehrlichia
em diversos hospedeiros (STRIK et al., 2007).

Estudos futuros utilizando ferramentas moleculares sao
necessarios para especificar quais agentes (Anaplasma/
Ehrlichia) induziram a formagdo de anticorpos para MSP5
nos caprinos ¢ ovinos da regido do semi-arido pernambucano.
Os resultados apresentados demonstram indicio da presenga
de A. ovis e/ou A. phagocytophilum, infectando caprinos e
ovinos, no territorio nacional.
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