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Clonagem e expressão do gene msp5 de um 
isolado brasileiro de Anaplasma marginale 

Introdução 

A anaplasmose é uma doença pertencente ao complexo tristeza parasitária bovina, que 

causa grandes prejulzos à pecuária da América Latina (Madruga et aI., 1987). Essa 

enfermidade é causada por Anaplasma marginale, riquétsia intracelular do genogrupo 11 das 

erllquias (Dumler et aI., 2001). Nos últimos anos, os estudos sobre o diagnóstico 

imunológico e a vacinação contra A. marginale concentraram-se na obtenção de frações 

antigênicas. 

Na membrana externa dessa riquétsia, foram caracterizadas seis protelnas principais de 

superflcie (major surface proteins-MSPs: MSP1 a, MSP1 b, MSP2, MSP3, MSP4 e MSP5) 

(Tebele et aI., 1991; de la Fuente, 2001). Dentre estas, a MSP5 destaca-se como antlgeno 

para diagnóstico, em função de sua conservação entre isolados e por estimular forte 

resposta humoral, com produção de anticorpos especlficos em animais infectados, os 

quais podem ser detectados por meio de provas sorológicas. 

Este trabalho teve como objetivo a clonagem e expressão do gene msp5 de um isolado 

brasileiro de A. marginale, e a purificação da protelna recombinante para fins de 

imunodiagnóstico. 

Metodologia 

o isolado Pernambuco-Zona da Mata de A. marginale (riquetsemia 87%), preservado como 

estabilizado em nitrogênio liquido, foi utilizado para extração de DNA genômico, utilizando 

o kit Easy DNA (lnvitrogen) . A reação em cadeia da polimerase (PCR). com os 

oligonucleotldeos iniciadores msp5F: 5'-ATGAGAATITTCAAGATTGTGTCTAACCTT-3' e 

msp5R: 5'-AGGAAAGCCCCCAAAGCCCCATACTT-3', foi utilizada para amplificar o gene 

msp5. O produto da PCR foi utilizado para ligação ao plasmldio pTrcHis-TOPO (lnvitrogen). 

Células TOP10 (lnvitrogen) foram transformadas com o produto da ligação e, posterior

mente, semeadas em meio Luria·Bertani (LB) ágar com 100 119/mL de ampicilina, as quais 

foram incubadas por 12 horas a 37·C. As colônias com o inserto de interesse foram 

selecionadas após análise por palitagem em gel de agarose corado com brometo de etldeo. 

Os clones selecionados foram cultivados em 2 mL de caldo LB com ampicilina a 37·C, por 

12 horas, sob agitação (180 rpm). Em seguida, 200 I1L desse pré-inóculo foram cultivados 

em 2 mL de caldo LB com ampicilina por uma hora, a 37·C, sob agitação. Posteriormente, 

adicionou-se 1 mM de isopropil-tio-~-galactosldeo (lPTG) para indução da expressão . 

A seleção dos clones com inserto na orientação correta foi realizada após eletroforese em 

gel de SDS-poliacrilamida a 13%, seguida por Western blot, com anticorpo monoclonal 

(ANAF16C1), especifico para MSP5 (Munodzana et aI., 1998). A cinética de expressão foi 

avaliada após 2, 4 e 6 horas de indução com IPTG. Para purificação da protelna 

recombinante, 50 mL de cultura em caldo LB foram induzidos por 4 horas. Após 

centrifugação, realizou-se tratamento do sedimento bacteriano com tampão da amostra 

para eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida. Após a separação eletroforética, o gel foi 

tratado com 100 mM de cloreto de potássio para visualização das bandas protéicas. A 

banda correspondente à MSP5 recombinante (rMSP5) foi cortada do gel e submetida à 
eletroeluição contra tampão Laemmli. O eluato foi analisado quanto à pureza por 

eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida a 13%. 
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Resultados e 
Discussão 

A amplificação do DNA de A. marginale com os 
oligonucleotldeos iniciadores msp5F e msp5R gerou um 

fragmento de 714 pares de bases, que compreende todo 

o gane msp5. A ligação do produto da PCR ao plasmldio 

pTrcHis-TOPO e posterior transformação de células 

TOP 1 O permitiu a obtenção de clones contendo o gene 
msp5, o. quais, após indução com IPTG, produziram uma 

protelna recombinante majoritária cerca de 22 kDa, a qual 

reagiu com o anticorpo monoclonal ANAF16Cl, especIfi

co para MSP5 (Fig. 1 I. 

Pela avaliação da cinética de expressão, demonstrou-se 

que os nlveis de produção de rMSP5 atingiram um platO 

com 4 horas da indução. A purificação da rMSP5 por 

eletroeluição resultou na obtenção de uma banda protéica 

única, a qual foi reativa com o anticorpo ANAF16C 1. 
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FIg. 1. W .... r .. m blot de MSP5 recombinanto com anticorpo 

monoclonal ANAF 18C 1. Unha 1: controlo negativo Icélula. 

TOP10 nlo transformada.); linha 2: célula. TOP10 tran.forma

d .... com o pla.mldio pTrcHI.-TOPOlm$p6 e induzida. com IPTG. 

A MSP5 é uma protelna altamente conservada entre 
diferentes isolados de A. marginale, bem como em 

AnaplaSffle centrele e Aneplasme ovia (Visser et ai., 

1992). Ocorre nas formas monomérica, com ' pontes 

dissulfeto intramoleculares, e dimérica, com pontes 

dissulfeto intermoleculares, na membrana de A. marglnale 
(Vidotto et aI., 1994). A massa molecular da rMSP5, 

obtida neate estudo, foi ligeiramente superior Aquela da 
protelna nativa (19 kDa) (Visser et aI., 1992), por causa 

da fusão de uma cauda da 3 kDa, codificada pelo vetor. 

Em decorrência das caracterlsticas de conservação da 

MSP5 e pelo fato de essa protelna induzir altos tltulos de 

anticorpos em animais persistentemente infectados, ela 

foi ",tilizada para o desenvolvimento de um ELISA compe

titivo, capaz de detectar anticorpos contra A. marginale e 

A. ovis com alta sensibilidade e especificidade (Ndung'u 

et ai .. 1995; Knowles et ai .. 1996). A produção de 

rMSP5, originado de um isolado brasileiro, permite a 

obtenção do antlgeno purificado, o qual pode ser empre- . 

gado no desenvolvimento de métodos sorológicos para o 

diagnóstico de A. marginale no Brasil. 

Agradecimentos 

Este trabalho teve suporte financeiro da Embrapa, Projeto 

de Apoio ao Desenvolvimento de Tecnologia 

Agropecuária para o Brasil (Prodetab) e Fundação de 

Apoio ao Desenvolvimento do Ensino, Ciência e 

Tecno(ogia do Estado de Mato Grosso do Sul (Fundect). 

Agradecemos o apoio de Genética Comércio, Importação 

e Exportação Ltda., que tornou possrvel a publicação 

deste trabalho. 

Referências 
Bibliográficas 

DE LA FUENTE, J.; VAN DEN BUSSCHE, R. A.; KOCAN, 

K. M. Molecular phylogeny and biogeography of North 

American isolates 01 Anaplesme merginele. Vatarlnary " 

Pa,.ahology, Amsterdem, v. 97, n. 1, p. 65-76, 2001. 

DUM LER, J. S.; BARBET, A. F.; BEKKER, C. P.; DASCH, 

G. A.; PALMER, G. H.; RAY, 5. C.; RIKIHI5A, Y.; 

RURANGIRWA, F. R. Reorganization of genera in the 

families Rickettsiaceae and Anaplasmataceae in the order 

Rickettsiales: unification of some species of Ehrlichie with 

Aneplesme, Cowdria with Ehrlichia and Ehrlichia with 
Neorickettsie, descriptions of six new species 

combinations and designation of Ehrlichia equi and 'HGE 
agent' as subjactive synonyms of Ehrlichia 

phagocytophila. Intamadonal Joumal of 5ystamatlc and 

Evolutlonary Mlcroblology, California, v. 51, p. 2145-
2165,2001. 

KNOWLE5, D.; TORIONI DE ECHAIDE, 5.; PALMER, G. 

H.; McGUIRE, T. C.; 5TILLER, D.; McELWAIN. T. F. 

Antibody against an Anaplesma marglne/a M5P-5 apitopa 

common to tick and arythrocyta stages idantifias 

parsistantly infactad cattle. Joumal of Clinicai 

"Mlcroblology. Washington. v. 34. n. 9. p. 2225-2230. 
1996. 



Clonagem e expressA0 do gene msp6 de um isolado brasileiro de Anllpt.smll mlllf/inlll. 3 

MADRUGA, C. R.; HONER, M. R.; SCHENK, M. A. M.; 
CURVO, J. B. E. Avallaçlo prallmlnar da par.metro. 
epldemlológlcoa da trlataza paraalttrlll bovina no Meto 
Grouo do Sul. Campo Grande: EMBRAPA·CNPGC, 1987. 
7 p. (EMBRAPA-CNPGC. Pesquisa em And.mento, 38). 

MUNODZANA, D.; McELWAIN, T. F.; KNOWLES, D. P. ; 
PALMER, G. H. Conform.tional dependence of 
Anaplasma margina/a m.jor surf.ce protein 5 surf.ce
axposed B-cell epitope •. InfaC1lon and Immunhy, Wa
shington, v. 66, n. 6, p. 2619-2624,1998. 

NDUNG'U, L. W.; AGUIRRE, C.; RURANGIRWA, F. R.; 
McELWAIN, T. F.; McGUIRE, T. C.; KNOWLES, D. P.; 
PALMER, G. H. Detection of Anaplasma ovls infection in 
goat8 by major surf.ce protain 5 competitive inhibition 
anzyme-Iinkad Immunosorbent .... y. Joumal of Clinicai 
Mlcroblology, W.shington, v. 33, n. 3, p. 675-679, 
1995. 

CInx*r _' ..... _..,.. podom _ ... ' líIua na: 
T ............ _ ... _ . 

• ____ .. 2112, I(m" c:-._ 
1M. • 
-c:... ........ 

_ .. ~ "'"*"713 .. 20114 
_... ' ,.., ,e7l_ 2110 

- p,..." ... "!"' ... "';sIillJlilla_"' .. ....,J ....... 
, , , . ..,.. 

1. ...... 7 l2ODII:i lQD _' .... = 

TEBELE, N.; McGUIRE, T. C.; PALMER, G. H. Induction of 
protectiva immunity by u8ing Anaplasma marginal. initi.1 
body membr.nas. InfeC1lon and Immunhy, W.shington, 
v . 59, n. 9, p. 3199-3204, 1991 . 

VIDOTTO, M. C.; McGUIRE, T. C.; McELWAIN, T. F.; 
PALMER, G. H.; KNOWLES, D. P. J. Int.rmolacul.r 
rel.tionships of m.jor surf.ce proteins of Anaplasma 
marginal •. Infectlon Mel Immunlty, Washington, v. 62, n. 

7, p. 2940-2946, 1994. 

VISSER, E. S.; McGUIRE, T. C.; PALMER, G. H.; DAVIS, 
W. C.; SHKAP, V.; PIPANO, E.; KNOWLES, D. P. J. The 
Anaplasma marginal. MSP-5 gene .ncod.s a 19-
kilod.lton protein conserved in .11 recognizad Anaplasma 
species. Infactlon and Immunhy, Washington, v. 60, n. 
12, p. 5139-5144, 1992. 


