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Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de
padronizar um protocolo para a rea¢do em cadeia da
polimerase (PCR) e selecionar oligonucleotideos iniciado-
res para a deteccéo especifica de Ehrlichia canis, em uma
Unica etapa de reacdo. Inicialmente foram obtidas sequién-
cias depositadas no Genbank, referentes ao gene que codi-
fica 0 16S rRNA das espécies E. canis (nimero de acesso =
AF162860), E. ewingii (U96436), E. platys (AF1567844), E.
chaffeensis, (U86665), E. phagocytophila genogrupo
(U02521), E. bovis (AF294789) eE. risticii (M21290), as
quais foram submetidas ao alinhamento genético para a
construcéo dos iniciadores. Do alinhamento foi seleciona-
do, a partir de uma regido semiconservada, um iniciador
especifico para E. canis, designado EBR1 (5’-
cctetggctataggaaattg- 3°) e, de uma regido conservada, um
iniciador genérico EBR5 (5’-ggagtgcttaacgcgttag- 3°). Pa-

RESUMO

ralelamente foram obtidas amostras de sangue de dez cées
que apresentavam infecgdo aguda por E. canis, confirmado
pela presenca de mérulas intracitoplasmaticas, caracteristi-
cas da riquétsia, em células mononucleares sangiineas. O
DNA gendmico extraido dessas amostras foi utilizado para
aavaliacdo da reacdo de PCR, empregando-se um protocolo
adaptado de outros autores e o par de oligos EBR1/EBR5,
selecionado neste trabalho. A reacdo de PCR apresentou
resultados positivos para os 10 isolados de E. canis, ampli-
ficando o fragmento esperado de 765 pares de bases do
gene 16S rRNA. Resultados negativos verificados nas rea-
¢Oes de PCR para amostras de DNA gendmico de Babesia
canis, Hepatozoon canis, Haemobartonella sp.,
Trypanosoma evansi e do hospedeiro (Canis familiaris)
livre de infeccédo indicaram a seguranga do método quanto a
especificidade para a discriminacao de E. canis.
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ABSTRACT

ASSESSMENT OF PRIMERSAND PROTOCOL FORTHE DIAGNOSIS OF THETROPICAL CANINE PANCYTOPENIA
BYPCR

The study was conducted in an attempt to evaluate
a protocol and to select primers for the specific diagnosis
of Ehrlichia canis by a single-step PCR assay. Sequences
of the 16S rRNA gene of the speciesE. canis (access number
= AF162860), E. ewingii (U96436), E. platys (AF1567844),
E. chaffeensis, (U86665), E. phagocytophila genogroup

(U02521), E. bovis (AF294789) and E. risticii (M21290) were
obtained from the Genbank database and then aligned for
primer selection. From a semi-conserved region of the
alignment it was selected the E. canis specific forward primer
which was designated EBR1 (5’-cctctggctataggaaattg- 3”)
and, from a conserved region, it was selected a reverse
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generic primer named EBR5 (5’-ggagtgcttaacgcgttag-3’).
Blood samples were collected from ten dogs that were
undergoing acute phase of E. canis infection, confirmed by
the demonstration of the rickettsia characteristic
intracitoplasmatic morulae within the agranulocitic blood
cells. The genomic DNA was extracted from each of the
blood samples in order to be used for the assessment of the
PCR assay in order to evaluate the protocol and the primer

pair (EBR1/EBRS5) selected in this study. The PCR reaction
was positive for all ten isolates of E. canis, yielding the
expected fragments of 765 bp size of the 16 S rRNA gene.
The lack of positive results with genomic DNA of Babesia
canis, Hepatozoon canis, Haemobartonella sp.,
Trypanosoma evansi and of uninfected host (Canis
familiaris) assured confidence on the specivicity of the
method for E. canisdiscrimination.
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INTRODUCAO

Ehrlichia canisé umariquétsia, naturalmente
transmitida entre canideos pelo carrapato
Rhipicephalus sanguineus, responsavel por uma
enfermidade grave em cées, a qual se manifesta,
comumente, por anemia, leucopenia, trombo-
citopenia, febre e emaciacdo (BICHARD &
SHERDING, 1998). Sua ocorréncia no Brasil foi
registrada pela primeira vez por COSTAetal. (1973)
g, atualmente, é observada com freqliéncia no aten-
dimento clinico de cdes em todo o pais (SEIBERT,
1996; ANDEREG & PASSOS, 1999; O'DWYER
etal., 2001).

O método de diagnostico laboratorial de roti-
na é feito normalmente pela demonstragdo micros-
cOpica direta de inclusdes intracitoplasmaticas, mais
conhecidas como morulas, em células mononucleares
sangiineas, a partir de preparaces coradas de
esfregaco sangiiineo ou do creme leucocitario
(WOODY & HOSKINS, 1991). Apesar da rapi-
dez de execucdo e baixo custo, trata-se de técnica
nem sempre eficaz para a deteccdo de morulas, pela
constante flutuacdo da parasitemia durante o curso
daenfermidade (ELIAS, 1992).

Técnicas moleculares de diagndéstico, reconhe-
cidamente mais sensiveis, como a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), tém sido recentemente em-
pregadas para o diagndstico de E. canis (McBRIDE
et al., 1996; BREITSCHWERDT et al., 1998;
GOLDMAN et al., 1998; HARRUS et al., 1998;
MURPHY etal., 1998; HUA et al., 1999). Apesar
do emprego de oligonucleotideos iniciadores espe-
cificos, esses autores desenvolveram protocolos para
realizacdo da técnica de PCR em duas etapas de
reacdo, uma variagdo da técnica designada nested-

PCR, ou ainda, com a aplicagdo complementar de
sondas moleculares ou caracterizacdo de
polimorfismo de fragmentos amplificados (RFLP).
O presente estudo foi desenvolvido com o ob-
jetivo de selecionar iniciadores e validar um protoco-
lo paraareagdo de PCR, visando ao diagndstico es-
pecifico de E. canis, em etapa Unica de reacao.

MATERIALE METODOS

A selecéo dos oligonucleotideos iniciadores,
para a amplificacdo espécie-especifica de E. canis,
foi realizada tendo como base os registros sobre
sequiéncias de nucleotideos do GENBANK (2001).
Dessa forma, foram recuperadas informacdes so-
bre seqliéncias do gene 16S rRNA das seguintes
especies, com respectivos nimeros de acesso: E.
canis (AF162860), E. ewingii (U96436), E. platys
(AF1567844), E. chaffeensis (U86665), E.
phagocytophila (U02521), E. bovis (AF294789)
e E. risticii (M21290).

As seqiéncias obtidas foram entéo alinhadas
pelo método de Clustal, por meio de software
(DNASHar, Inc.), e os iniciadores selecionados con-
forme critérios previamente estabelecidos (FLORI-
DA STATE UNIVERSITY, 2000), visando-se a
obtencao de uma combinacao de oligonucleotideos
para a amplificacdo de um fragmento especifico do
gene 16S rRNA de E. canis. Para a confirmagéo
da identidade, as sequiéncias foram submetidas a
avaliagdes, on-line, junto ao banco de dados do
GENBANK (2001), atraves da operacdo denomi-
nada BLAST (basic local alignment search tool).
Aquelas que geraram resultados satisfatérios foram
utilizadas para a sintese dos iniciadores, realizada
por empresa especializada (Invitrogen).
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Paralelamente, foram obtidas, junto ao servi-
co de rotina do Hospital \eterinario da Escola de
\feterinaria da UFG amostras de sangue de dez cées
com infec¢do patente por E. canis, confirmada pela
presenca de morulas intracitoplasmaticas caracte-
risticas, em células mononucleares sanguineas (Fi-
gura1). Essas amostras, consideradas como isola-
dos de E. canis, foram submetidas ao processo de
extracdo de DNA gendmico, utilizando-se kit co-
mercial (GFX™ Genomic Blood DNA Purification
Kit—Pharmacia Biotechd). O DNA gendmico, ex-
traido dessas amostras, foi utilizado para a avalia-
cao dareacédo de PCR, empregando-se o protoco-
lo e iniciadores desenvolvidos neste trabalho.

FIGURA 1. Inclusédo intracitoplasmatica (moérula) de
Ehrlichia canis em célula mononuclear sangiiinea, corada
pelo Giemsa. Isolado nimero 7.

Como controles, foram utilizadas amostras de
DNA gendmico de outros hemoparasitos que sao
comumente encontrados em cdes da Regido Centro-
Oeste (Babesia canis, Hepatozoon canis,
Haemobartonella sp., Trypanosoma evansi), obti-
das junto ao Laboratorio de Diagndstico de Doencas
Parasitérias da Escola de \eterinaria/UFG assim como
DNA gendmico do hospedeiro (Canis familiaris) li-
vre de infeccéo por E. canis. Para controle negativo
domix, utilizou-se agua Milli-Q. O controle positivo
para E. canis foi obtido a partir do isolado ECGOL1,
cuja identidade havia sido previamente confirmada por
caracterizacdo molecular, apds seqlienciamento par-
cial dogene 16S r RNA (TORRES, 2001).

O protocolo para o preparo da mistura de
reagentes, utilizado para a execucao da técnica de
PCR, foi estabelecido por meio de adaptagdes dos
procedimentos descritos por outros autores
(BREITSCHWERDT etal., 1998; LAUERMAN,
1998), ficando definida a seguinte composicéo:
38,25ml de agua ultrapura esterilizada; 5ml de tam-
pdo para PCR (PCR buffer 10X — 100mM Tris-
HCI, pH 9,0, 15mM MgCl, e 500mM KCI -
Amersham Pharmacia Biotech); 1ml de dNTP 10mM
(Amersham Pharmacia Biotech); 0,5ml (=10 pM) de
cada oligo iniciador; 0,25ml (1,25U) de Taqg DNA
polimerase (Amersham Pharmacia Biotech); 5ml (»
0,35mg) da amostra do DNA genémico de E. ca-
nis.

Para o processo de amplificacdo por PCR, 0s
ciclos e as temperaturas foram definidos de acordo
com adaptacdes de outras publicacbes (HAYASHI,
1994; LAUERMAN, 1998), estabelecendo-se as
seguintes condic¢Ges: um ciclo inicial de desnaturagdo
a94°C por dois minutos, seguido de 40 ciclos repe-
tidos com as temperaturas de 94°C por 30 segun-
dos, 53°C por 30 segundos e 72°C por um minuto,
finalizando-se com um ciclo extra de extensdo a 72°C
por 5 minutos.

Os produtos obtidos pela amplificacdo de
DNA foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1% e, em seguida, corados com brometo
de etidio (Life Technologies) por imersdo em solu-
¢ao a 0,4mg/ml. As leituras foram realizadas por
visualizacéo sob luz ultravioleta, em transiluminador,
como previamente descrito (SANBROOK et al.,
1989). Para a determinac&o do tamanho dos frag-
mentos amplificados, foi utilizado, para cada corrida
de eletroforese, 1mg de marcador de peso molecular
de 100pb (Invitrogen).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Através do alinhamento do gene 16S rRNA
das espécies Ehrlichia ewingii, E. platys, E.
chaffeensis, E. phagocytophila, E. bovis e E.
risticii, foi selecionado um par de iniciadores, desig-
nados EBR-1 e EBR-5.

O iniciador EBR-1, com 20 bases, foi selecio-
nado de uma regido semiconservada, localizada na po-
sicdo 62 a 81 da sequiéncia do gene do 16S rRNA de
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E. canis. A temperatura de anelamento determinada
foi de 53°C, conforme a metodologia empregada (Ta-
bela 1). Este iniciador foi caracterizado como espé-

cie-especifico para o gene 16S rRNA de E. canis,
atraves da operacéo de BLAST do Genbank.

TABELA 1. Sequéncia de oligonucleotideos selecionados para a amplificacdo especifica de um fragmento de 756 bp do
gene 16S rRNA de Ehrlichia canis, pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

Iniciadores Seqliéncias Posicéao TA
EBR-1 5’-CCTCTGGCTATAGGAAATTG- 3’ 62-81* 53°C
EBR-5 5’-GGAGTGCTTAACGCGTTAG-3’ 826-808** 53°C

* Posicdo no gene; ** posicdo no alinhamento; TA=temperatura de anelamento.

O iniciador EBR-5, com 19 bases, foi sele-
cionado de uma regido conservada para o género
Ehrlichia, localizado na posi¢édo 826-808 do alinha-
mento das sequiéncias supracitado (Tabela 1). A ve-
rificacdo de identidade junto ao Genbank (BLAST)
permitiu a caracteriza¢do do iniciador como generi-
co (Ehrlichia spp.), exceto para a espécie E. risticii.

Os oligonucleotideos EBR1 e EBR5, avalia-
dos atraves da reacao de PCR, demonstraram uma
especificidade de 100% na amplificacdo do fragmen-
to esperado de 765 pares de bases do gene 16S
rRNA a partir de amostras de DNA gendmico pro-
venientes de dez isolados de E. canis (Tabelale
Figura 2).
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FIGURA 2. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) de 10
isolados de E. canis. Eletroforese em gel de agarose de 10pl
de produto de PCR especifico para o gene 16S rRNA de
Ehrlichia canis (iniciadores = EBR1 e EBRS5). 1: marcador
de DNA de 100bp; 2 a 11: amplicons de 765bp obtidos a
partir do DNA gendmico dos isolados de nimero 1 a 10,
respectivamente; 12: DNA gendmico de cdo — auséncia de
amplicon; 13: controle positivo para E. canis; 14: controle
negativo da reagdo (sem DNA).

As reacOes de PCR, empregando-se o par
de iniciadores EBR1/EBRS5, ndo apresentaram ne-
nhum resultado positivo para amostras de DNA
gendmico de B. canis, H. canis, Haemobartonella
sp., T. evansi ou de C. familiaris, demonstrando
portanto a especificidade do método para o diag-
nostico de E. canis.

Os resultados alcangados neste estudo per-
mitiram o estabelecimento e a padronizacdo de um
protocolo para a reacdo de PCR, especifico para o
diagnostico de E. canis, empregando-se dois no-
vos iniciadores, sendo um genérico e outro especifi-
co, selecionados a partir da sequéncia do gene que
codifica 0 16S rRNA.

Trabalhos anteriores desenvolvidos por ou-
tros autores (McBRIDE et al., 1996;
BREITSCHWERDT etal., 1998; GOLDMAN et
al., 1998; HARRUSet al., 1998; MURPHY etal.,
1998; HUA etal., 1999) ja haviam demonstrado a
eficécia das técnicas moleculares aplicadas ao diag-
ndstico especifico de E. canis, a partir de amostras
de sangue infectado ou de cultivos celulares. Os re-
sultados verificados no presente trabalho confirmam
aeficdcia da técnica quanto a sua especificidade de
deteccdo de E. canis, como apontado por aqueles
pesquisadores, no entanto ndo houve possibilidade
de comparagdes quanto a sensibilidade, uma vez que
naqueles estudos foram empregadas variacGes do
método primario de PCR, como o nested-PCR ou
PCR em combinag&o com sondas moleculares ou
RFLP (caracterizagdo de polimorfismo de fragmen-
tos amplificados).

O protocolo para ensaio de PCR proposto
neste estudo apresenta como maior vantagem a sim-
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plicidade operacional, por meio do qual a técnica
pode ser executada de forma mais rapida e econd-
mica, quando comparada aos métodos descritos
anteriormente, possibilitando a diminuicéo do nimero
de manipulaces e reduzindo-se assim a margem de
erro. Entretanto, os autores sugerem que experimen-
tos complementares devam ser realizados, aplican-
do-se o nested-PCR e/ou sondas moleculares, sob
as mesmas condices de laboratorio (equipamentos
e reagentes), com o objetivo de avaliar os niveis de
sensibilidade que possam ser obtidos com a aplica-
cao das variac6es do método primério de PCR.

CONCLUSOES

Osoligos EBR1 e EBR5, selecionados nes-
te estudo, mostraram-se eficazes como iniciadores
para a amplificacdo especifica de um fragmento de
765 pares de bases do gene 16S rRNA de E. ca-
nis, pela reacdo de PCR.

O protocolo para reacdo de PCR, em uma
Unica etapa de reagao, avaliado neste trabalho, mos-
trou-se eficaz e especifico para o diagnostico deE.
canis.
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