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Padronizacao da técnica de PCR para diagndstico de Erliquiose canina

Resumo

A Erliquiose canina é uma doencga que acomete tanto cies quanto em seres humanos. E considerada uma zoonose e
possui grande amplitude no Brasil. O ciclo da doenga comega com a bactéria Ehrlichia canis presente em cées
infectados, passa para os carrapatos Rhipicephalus sanguineus que hospedam o c&o e quando esses séo transferidos para
outros cées pelo contato, o contagio acontece.

Os sinais clinicos da doenca sdo varios, ou seja, ndo existe um padréo e por isso o diagndstico e tratamento ficam
prejudicados.

Existe uma preocupagdo em torno da melhor metodologia para um diagnéstico rapido e eficiente visando a recuperagéo
parcial ou total do paciente. E esse trabalho propde como forma de diagndstico a técnica de Reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), cuja eficiéncia é evidenciada através dos resultados positivos do sequenciamento do material
genético da Ehrlichia comprovados pela amplificacdo de trés amostras analisadas. Podendo ser uma metodologia
aplicada no diagnostico mais conciso da doenca e capaz de auxiliar os profissionais da salide a obter o melhor
tratamento possivel para os pacientes.

PALAVRAS-CHAVE : Ehrlichia canis, Diagnéstico de Erliquiose pelo método da PCR.

Introducéo

A Erliquiose ¢ uma doenga comum nos centros urbanos, é causada por uma bactéria do género Rickettsia sendo no
Brasil a Ehrlichia canis a responsavel pela zoonose. Sao parasitas intracelulares obrigatérios principalmente das células
do sistema fagocitario mononuclear (macr6fagos e monocitos).

Ao final do processo de multiplicagdo rompem a membrana para infectar novas células. (ANDEREG; PASSOS, 1999;

ALMOSNY, 2002) (MORAES et al., 2004; SAITO, 2009).

No carrapato a Ehrlichia canis multiplica-se nas glandulas salivares, nas células do intestino e nos hematdcitos, e por
meio da saliva infectam os cdes. Portanto, o cachorro é o principal reservatério da bactéria e a forma como a doenca se
apresentara neste depende principalmente da raca, idade do animal, alimentacdo e da viruléncia da bactéria.

As manifestacdes clinicas mais comuns no animal sdo a apatia, hipertermia, linfoadenopatia, inapeténcia, mucosas
palidas e hemorragia, esplenomegalia e uveites. (NAKAGH, et al., 2008) (AGUIAR, 2006).

A Ehrlichia canis quando parasita as células cria uma estrutura denominada mérula nos leucécitos durante a fase aguda
da infeccdo. (ANDEREG; PASSOS, 1999) (SILVA, 2001) (ALMOSNY, 2002). A visualizagdo dessa estrutura é a
forma utilizada para diagndstico da doenga, através do esfregaco sanguineo oriundo da orelha do cdo. Contudo, como as
células se rompem em um curto periodo de tempo, o diagndstico fica dificil de ser concluido.

A Reacdo em cadeia da polimerase tem objetivo de amplificar uma sequéncia especifica de DNA de qualquer material
bioldgico vérias vezes por realizar a replicacdo exponencialmente. Os pares de base utilizados foram capazes de replicar
0 material genético de Ehrlichia para obter o diagndéstico clinico do sangue dos cachorros analisados.

Material e métodos

Toda realizagdo do trabalho foi feita no laboratorio de Bioprospeccéo e Recursos Genéticos da Universidade Estadual
de Montes Claros.

Extracdo do DNA.

O DNA foi extraido de sete amostras clinicamente suspeitas de Erliquiose e coletadas por uma clinica veterinaria
particular e conservadas em EDTA.

A extragdo foi feita com base no método Fenol-Cloroférmio seguida de precipitacdo em isopropanol. Reservadas em
tubos do tipo Eppendorf de 2,0ml (OLIVEIRA et al., 2007).

A Reagéo em cadeia da polimerase.

A PCR foi realizada no Termociclador Veriti 96 Dell Thermal Cycler Applied Biosystems e a padronizagdo da PCR foi
estabelecida no volume total de 25pl em tubos Eppendorf de 0,2ml com medidas: 1x da solugdo tampéo, 2mM de
Cloreto de Magnésio (MgCl2), 2,5 mM de dNTP, 1mM de cada um dos primers, 1U de Tag-DNA polimerase, 2uL de
DNA.

Apoio financeiro: FAPEMIG.
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A amplificacdo foi realizada em 35 ciclos de 94°C por 1 min para desnaturacdo, 50°C para anelamento dos primers e
72°C para extensdo final.

Eletroforese.

A eletroforese foi realizada em gel de Agarose a 1% corado com Brometo de Etidio. A captura das imagens foi
realizada com o fotodocumentador da marca GelLogic.

Resultados e discussao

As amostras de DNA suspeitas de Erlichiose foram analisadas em gel de Agarose e a partir do resultado da
quantificacdo foram selecionadas as mais promissoras, nesse caso, foram as amostras 01 e 02 que formaram pellet
visivel apds a aplicagdo do &lcool 100% e a 03 com melhor resultado no fotodocumentador (Fig. 2).

As principais alteragdes para padronizagao foram nas concentraces de DNA utilizadas na PCR. Os melhores resultados
foram as diluicBes de 1:5 e 1:8. Ao todo foram feitas 7 reacdes em cadeia da polimerase e a padronizacdo foi realizada
com sucesso. A melhor amplificagdo foi (Fig.1) visualizada no fotodocumentador GelLogic com fragmento de 830
pares de base, caracterizando a positividade para Ehrlichia canis.

Concluséao

A PCR foi um método eficaz para o diagnostico da Erliquiose e a reacdo foi padronizada de forma eficiente. A
perspectiva futura do presente trabalho é a coleta de um maior nimero de amostras, a realizagdo do diagnéstico
molecular destas e a construcdo do perfil epidemioldgico da Erliquiose Canina em Montes Claros.
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Figura 1: Com base na imagem o melhor resultado de visualizagdo dos pares de base foi na concentracdo de 1:8 da amostra 02. A
amostra 01 pouco amplificou nessa concentracdo por provavelmente ter menos concentracdo de DNA de Ehrlichia canis. Fig.
7,94cm de altura e 15,8cm de largura.

Figura 2: A melhor visualizagdo do DNA total das amostras foi o da amostra 03.




