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RESUMO

Devido a estreita relacdo entre o homem e o cdo, eventualmente alguns
ectoparasitas de cées podem ser observados parasitando o homem. O carrapato
Rhipicecephalus sanguineus € um ectoparasita que possui a capacidade de carregar
e transmitir patégenos aos seres humanos. Esse artrOpode, por exercer
hematofagia, é o principal vetor biolégico e reservatério da bactéria Ehrlichia canis.
Atualmente, o diagndéstico da erliquiose é baseado em testes hematoldgicos,
bioquimicos e soroldgicos, embora sejam pouco confidveis para diagnostica-la, uma
vez que suas caracteristicas clinicas e clinicopatolégicas sdo amplamente
inespecificas. As tetraciclinas sdo comumente utilizadas no tratamento da Erliquiose,
mas estudos mostram que alguns cdes permanecem soropositivos para E. canis
apos o tratamento ou apos a perda da infeccdo espontanea. A Erliquiose crbnica por
ter falhas de progndstico, pode resultar em alta mortalidade. Portanto, testes mais
sensiveis e confiaveis poderdo auxiliar na selecdo de caes portadores. A PCR
(reacdo em cadeia da polimerase) tem sido usada com sucesso no diagnéstico da
bactéria E. canis. Entretanto, esta tecnologia molecular necessita de equipamentos
caros e pessoal especializado para sua execug¢do, 0 que limita 0 seu uso na rotina
dos laboratorios. Assim uma metodologia mais sensivel, especifica, e simples de
detectar o microorganismo é desejavel. Neste trabalho desenvolvemos a deteccdo
da bactéria Ehrlichia canis pena da técnica de LAMP (Loop-Mediated Isothermal
Amplification), que se mostrou muito eficaz. Utilizamos sequéncias especificas do
gene dsb (disulfide bond) de E. canis como alvo para as técnicas testadas. O gene
dsb mostrou-se altamente especifico para a deteccdo de E. canis, jA que é
divergente até mesmo das bactérias filogeneticamente proximas. Os testes
moleculares realizados mostram uma incidéncia maior da doenca do que aquela
preconizada por autores que utilizam técnicas diagndsticas tradicionais. No canil
municipal, 80% das amostras estavam infectadas; das clinicas particulares e do
hospital veterinario 40% apresentaram a doenca pela técnica de PCR. A técnica de
diagnostico por LAMP que foi desenvolvida € mais sensivel do que o PCR,
altamente especifica e ndo é necessaria a extracdo do DNA para a sua amplificacéo.
Além disso, o produto da amplificacdo pode ser visualizado a olho nu. Concluimos
gue o diagndstico pela metodologia LAMP possibilita a identificacdo especifica e
com alta sensibilidade de animais infectados, com minima estrutura laboratorial. Tais
fatores viabilizam a utilizacdo dessa metodologia diagndstica para clinicas
veterinarias, laboratorios e instituicbes de ensino.

Palavras-chave: Ehrlichia canis. Rhipicecephalus sanguineus. Diagnéstico Molecular.
PCR. LAMP. DNA.
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ABSTRACT

Because the close relationship between men and dogs, possibly some
ectoparasites of dogs can be observed parasitizing man. The tick Rhipicecephalus
sanguineus is an ectoparasite that has the ability to carry and transmit pathogens to
humans. This arthropod, that is blood-feeding, is the main biological vector of the
bacteria Ehrlichia canis. Currently, the diagnosis of this disease ehrlichiasis is based
on blood, biochemical and serological tests, although they are unreliable for
diagnosing the disease, since their clinical and clinicopathological features are
largely nonspecific. Tetracyclines are commonly used in the treatment of ehrlichiosis,
but studies show that some dogs remain positive for E. canis after treatment or after
the loss of spontaneous infection. The chronic ehrlichiosis, having high prognosis
fails, can result in high mortality. Therefore, more sensitive and reliable tests may
help in the selection of dog carrying the disease. The PCR (polymerase chain
reaction) has been used successfully in the diagnosis of E. canis. However, this
molecular technology requires expensive equipment and specialized personnel to
handle, which limits its use in laboratories’ routines. A more sensitive, specific, and
simple to detect the microorganism method is desirable. In this work we develop the
technique for detection of the bacterium Ehrlichia canis using the LAMP (Loop-
Mediated Isothermal Amplification), which proved being very effective. Specific
sequences of the E. canis dsb gene (disulfide bond) were used as target for the
tested techniques. Dsb gene was highly specific in order to detect E. canis, since it is
divergent of phylogenetically similar bacteria. Performed molecular tests showed a
disease incidence greater than that indicated by authors using traditional diagnostic
techniques. In the public kennel, 80% of the samples were infected, while in private
clinics and veterinary hospital 40% had the disease. The developed diagnostic
technigue using LAMP is more sensitive than PCR, highly specific and does not
require the prior DNA extraction to amplification. In addition, the product of
amplification can be seen with the naked eye. We conclude that the diagnosis by the
LAMP method enables the specific and high sensitivity identification of infected
animals with minimal laboratory settings. These factors make possible the use of this
diagnostic methodology for veterinary clinics, laboratories and educational
institutions.

Keywords: Ehrlichia cani. Rhipicecephalus sanguineus. Molecular Diagnostics.
PCR. LAMP. DNA.
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1- Introducao

Recentemente NOTOMI et al., (2000), desenvolveram a tecnologia da
amplificacdo isotérmica de DNA (&cido desoxiribonucléico), o LAMP do inglés “Loop-
Mediated Isothermal Amplification” , onde é possivel amplificar sequéncias de DNA
com grande especificidade. Esta tecnologia estd sendo aplicada em diagndstico
rapido em todo o mundo. No Brasil, ainda ndo existem publicacbes a respeito da
utilizacao da técnica de LAMP.

Para testar a técnica de LAMP com possibilidade de aplicacdo, pesquisamos
nichos de mercado onde novas tecnologias diagnosticas poderiam ser utilizadas. O
mercado de diagndstico em humanos é bastante atraente, porém requer muita
regulamentacdo. O mercado de pequenos animais domésticos (PETS) estd em
franco crescimento e carece de novas tecnologias. Verificamos que a populagéao
absoluta de cédes no pais € de 28,8 milhdes, de acordo com a Associa¢gdo Nacional
de Fabricantes de Alimentos para Animais (ANFAL Pet), ou seja, aproximadamente
um céo para cada 4,5 pessoas (censo IBGE, 2002), chegando a uma proporcao de
um animal para cada 1,5 humano nas cidades com maior incidéncia no pais. O
ndamero coloca o Brasil como o segundo pais em maior populagdo de animais
domeésticos, atrds somente dos Estados Unidos.

Em 2008, a Universidade de Sao Paulo estimou que houve um crescimento
de 60% no numero de cées, s6 na grande Sado Paulo. Estima-se que no Brasil o
mercado de Pets cresca cerca de 16% ao ano. Assim, focamos 0s nossos esforgos
na identificacdo de doencas infecto-contagiosas em caes.

A doenca canina de maior incidéncia que identificamos foi aquela causada
pela bactéria Ehrlichia canis (Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria;
Rickettsiales; Anaplasmataceae; Ehrlichia). Assim focamos nosso estudo e,
realizamos através da técnica de PCR (AGUIAR, 2006; CARRET et al., 1999), o
diagnéstico de 90 animais do canil municipal da cidade de Sao Carlos
(Departamento de Protecdo Animal do Municipio). Constatamos que 80% dos
animais estudados estavam infectados com erliquiose. Verificamos ainda que o

diagnéstico tradicional da erliquiose é realizado através de microscopia, o qual ndo é
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100% eficiente. J& existem metodologias diagnosticas de erliquiose com uso da
PCR, porém sdo de alto custo. Além disso, discutimos o caso com dezenas de
veterinarios que foram unanimes na solicitacdo de método diagndstico mais preciso
e barato para a doenca.

Desta forma, identificamos uma demanda importante para o diagnéstico
molecular de erliquiose e concentramos 0s nossos esforgos para o desenvolvimento

de uma metodologia inovadora para o diagnéstico da erliquiose canina.

1.1- Historico

A primeira espécie de Rickettsia canis foi descrita em um céo Pastor Alemao,
na Argélia, por DONATIEN e LESTOQUARD em 1935 e reclassificada como
Ehrlichia canis, por MOSHKOVSKI em 1945. No Brasil, o primeiro relato de
erliguiose canina ocorreu em Belo Horizonte — MG, por COSTA em 1973. A
erliguiose canina é uma doenca transmitida pelo carrapato Rhipicephalus
sanguineus, causada por um parasita intracelular obrigatério, a bactéria Ehrlichia
canis (GREENE et al., 1990).

A doenca vem sendo relatada em vérios estados brasileiros, acometendo
aproximadamente 20 a 30% dos cédes atendidos em hospitais e clinicas veterinarias
(BULLA et al., 2004; DAGNONE et al., 2003; LABARTHE et al., 2003; TRAPP et al.,
2002).

Desde a identificacdo do parasita bacteriano intracelular obrigatério Ehrlichia
canis ha 74 anos, a erliquiose canina tornou-se uma das mais importantes doencas
infecciosas domésticas de cdes em todo o mundo, levando a uma substancial
morbidade e morte, e epizootias ocasionais, em popula¢des vulneraveis a infestacao
por carrapato (HESS et al., 2006) que tem sido descritas em todo o mundo,

especialmente em areas tropicais e subtropicais (RIKIHISA, 1999).
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1.2- Ehrlichia canis

Ehrlichia canis pertence ao reino das bactérias, filo Proteobacteria, classe
Alphaproteobacteria, ordem Rickettsiales, familia das Anaplasmataceae, ao género
Ehrlichia que contempla cinco espécies: E. canis, E.chaffeensis, E. ewingii, E. muris
e E. ruminantium (DUMLER et al., 2001). Constitui bactérias gram-negativas,
intracelulares obrigatérias dos leucdcitos (monécitos e polimorfonucleares) ou
trombdcitos (DAVOUST et al., 1991).

Erliquiose canina exibe as fases aguda, subclinica e cronica. Na fase aguda,
os sinais clinicos como febre, depresséo, dispnéia, anorexia, linfadenopatia, perda
de peso leve, hemorragia, epistaxe, distarbios gastrointestinais, como
vOmitos ou diarréia, doencas respiratorias, petéquias especialmente nas membranas
mucosas (EWINGE e BUCKNER., 1965; HUXSOLL et al., 1972) e sintomas oculares
sao observados. A fase subclinica de infeccdo segue a fase aguda e estd associada
com a persisténcia da infeccédo por E. canis. Trombocitopenia, leucopenia variavel, e
anemia persistem na auséncia de sinais clinicos (GREENE, et al., 1990). A fase
crbnica é caracterizada por hemorragias, epistaxe, edema periférico,
emagrecimento, hipotensdo e choque, levando a morte. Os achados laboratoriais
mais determinantes incluem  trombocitopenia, leucopenia, anemia e
hipergamaglobulinemia (WOODY e HOSKINS., 1991). Em infecgbes experimentais,
€ possivel diferenciar as trés fases, mas em animais naturalmente infectados, é
dificil definir a fase da doenca, uma vez que a apresentacdo clinica e os achados
laboratoriais sé@o similares e a duracéo e severidade dos sinais clinicos séo variaveis
(HARRUS et al., 1997; SANTAREM, 2003).

Os caes infectados podem servir como uma fonte direta de infeccdo para
outros caes através da transfusdo de sangue e indiretamente através da picada de
carrapatos. A despeito do tratamento e aparente recuperacao clinica, a erliquia pode
permanecer no hospedeiro por longos periodos, que se torna portador crénico,

constituindo-se em fonte de infeccdo (HARRUS et al., 1998).
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1.3- Rhipicephalus sanguineus

Originario da Africa é a tnica espécie do género Rhipicephalus nas Américas,
0 Rhipicephalus sanguineus (Eukaryota; Metazoa; Eumetazoa; Bilateria; Coelomata,
Protostomia; Panarthropoda; Arthropoda; Chelicerata; Arachnida; Acari;
Parasitiformes; Ixodida; Ixodoidea; Ixodidae; Rhipicephalinae; Rhipicephalus;
Rhipicephalus) foi introduzido no Brasil possivelmente a partir do século XVI, com a
chegada dos colonizadores europeus e seus animais domésticos. R. sanguineus €
um carrapato trioxeno e possui habito nidicola vivendo em ninhos, tocas ou abrigos
dos hospedeiros, o que torna os caes sempre sujeitos a grandes infestacdes, visto
que este carrapato tem grande capacidade de se multiplicar e se manter em
ambientes urbanos e quando ndo estdo parasitando o hospedeiro, estdo sob as
formas de vida livre, escondidos nas frestas e buracos das tocas (LABRUNA et al.,
2005). Esse artropode, por exercer hematofagia, € o principal vetor biolégico e
reservatorio de Ehrlichia canis, sendo responsavel também pela transmissdo de
outros patdgenos (SEXTON et al., 1976). Rhipicephalus sanguineus, comumente
chamado de “carrapato marrom do cdo”, € um dos carrapatos mais amplamente
distribuidos (ESTRADA-PENA et al., 1999).

1.4- Erliquiose em Humanos

A relacéo entre o homem e o céo foi criada ha milhdes de anos. Devido a
esse longo periodo e o estreito relacionamento, eventualmente alguns ectoparasitas
de caes domeésticos podem ser observados parasitando o homem. Este parasitismo,
embora incomum, pode ser responsavel por uma lesdao de pele simples ou pela
transmissdo de agentes infecciosos.

O carrapato marrom do cdo é um ectoparasita de interesse de saude publica
e isso se deve a sua capacidade de carregar e transmitir inUmeros patdgenos aos
seres humanos (PALMAS et al., 2009). Os sinais clinicos em humanos variam de
infeccdo assintomatica ou doenca grave que requer hospitalizacdo ou pode levar até

mesmo a morte. A erliquiose monocitica humana grave, é caracterizada por febre,
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calafrio, dor de cabeca, mialgias, anorexia, hduseas ou vomitos e perda de peso
(PADDOCK et al., 2003), trombocitopenia, leucopenia e alteracbes de enzimas
hepaticas também sédo frequentemente relatados. Meningite, encefalite ou
encefalopatia também podem ocorrer como resultado da infec¢cdo (BARTON et al.,
1990).

Apesar de ser incomum, h& uma série de relatos sobre o parasitismo humano
por R. sanguineus no mundo (GODDARD., 1989.; CARPENTER et al., 1990.;
RAOULT e ROUX, 1997). No entanto, o parasitismo humano por esta espécie de
carrapato historicamente ocorre na regido do Mediterraneo, na América Central, e
mais raramente no Brasil, isso sugere uma doenca nao reconhecida ou talvez
erroneamente diagnosticada como uma doenca viral. O reconhecimento da
erliquiose humana nos Estados Unidos ocorreu em 1986 e na Europa o parasitismo
humano por R. sanguineus € de especial importancia por este ser também o
transmissor de outras importantes patologias (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2004).

Desde que as espécies de Ehrlichia emergiram como patdégenos humanos,
mais de 700 casos de erliquiose humana foram relatados na década seguinte ao
reconhecimento do primeiro caso (OLANO e WALKER, 2002).

Até 2004 nao houve registro de parasitismo humano por R. sanguineus no
Brasil (LABRUNA, 2004). No entanto, no inicio de 2005, relatou-se brevemente a
primeira descricdo de parasitismo humano por esta espécie de carrapato ixodideo.
(DANTAS-TORRES et al., 2005). Alguns autores relataram que o0s estagios imaturos
de R. sanguineus sdo mais comumente envolvidos no parasitismo humano. Este
aspecto é importante devido ao fato de que as ninfas de R. sanguineus sdo
consideradas os principais transmissores da Rickettsia conorii (RAOULT e ROUX.,
1997). Os estagios imaturos sao facilmente ignorados por causa de seu pequeno
tamanho. Assim, acredita-se que este carrapato se alimenta de sangue de seres
humanos mais do que reconhecido previamente (DANTAS-TORRES et al., 2006).

Foi demonstrado nos Estados Unidos que o parasitismo humano pelo
carrapato marrom do cdo ocorre predominantemente durante o verdo e o outono
(CARPENTER et al.,, 1990). No entanto, pouco se sabe sobre a biologia desta

espécie de carrapato sob condi¢cdes naturais brasileiras. Na verdade, os estudos
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sobre este assunto sdo cruciais para uma melhor compreensdo das interacdes
carrapatos-humanos em nossa area (DANTAS-TORRES et al., 2006). A hipotese é
gue qualguer pessoa que vive em um ambiente com caes parasitados pode ser
incluida no grupo de risco para contaminacdo por E. canis. Os veterinérios estao
também incluidos neste grupo, porque eles entram em contato com cées infestados
durante a sua rotina didria em &reas endémicas. Doencas transmitidas por
carrapatos sao reconhecidas como um problema emergente de salude publica
(PAROLA, 2004).

E sabido que o papel do R. sanguineus como vetor do agente causador da
erliquiose canina e outros agentes infecciosos para o homem pode ser subestimada
(CARPENTER et al., 1990). Por conseguinte, existe uma necessidade urgente de
novas investigacbes com o objetivo de melhorar a compreensdo atual da
epidemiologia das “doencgas de carrapatos” no Brasil. A presenca de R. sanguineus
em diferentes hospedeiros demonstra seu comportamento alimentar eclético e,
certamente, refor¢ca a possibilidade de existir casos anteriores ndo declarados de
parasitismo humano por esta espécie de carrapato no pais. No Brasil
as interagdes carrapato-humano podem ser menos raras do que pensamos (LIMA et
al., 1995).

1.5- Diagndsticos Atuais

Atualmente, o diagnoéstico de rotina da erliquiose canina € baseado em testes
hematoldgicos, bioquimicos, em resultados sorologicos (imunofluorescéncia indireta
- IFI, ELISA, Western immunoblotting) (RISTIC et al., 1972.; GREENE et al., 1990.;
WANER et al., 2001) e placa de aglutinacdo em latex que detectam anticorpos
contra E. canis no soro (GREENE et al., 1990).

Segundo ALMOSNY (2002), o diagnéstico laboratorial mais comum é
realizado pela observacdo de mérulas em esfregacos de sangue periférico (extraido
da ponta de orelha). As erliquias se replicam dentro de fagossomos da célula
hospedeira, onde os corpos elementares entram nos mondcitos por fagocitose, a
fusdo fagolisossomal ndo ocorre em células infectadas, permitindo aos corpos

elementares crescerem e se dividirem dentro dos limites do fagossomo, formando os
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corpusculos iniciais que sao observados como inclusées pleomorficas e apoés
multiplicagbes adicionais desenvolvem-se para inclusbes maduras, que na
microscopia optica tém aspecto de “amora”, as chamadas moérulas que tipificam o
género. Os mondcitos infectados, geralmente apresentam morulas e cada morula
contém varios corpos elementares. As morulas liberam corpos elementares quando
as células infectadas se rompem ou entdo séo liberadas por exocitose e onde ha o
ciclo infeccioso. (DAGNONE et al, 2001).

Diagnéstico das infeccdes por E. canis por avaliagdo de manchas de sangue
tem sido sempre dificil por causa da parasitemia baixa associada a infeccdo
(HUXSOLL et al., 1972). Portanto, a sorologia para diagnostico pode ser enganosa,
especialmente nas areas endémicas da doenca (WANER et al., 2001; NEER et al.,
2002).

O teste de imunofluorescéncia foi o teste mais sensivel para o diagnostico da
infeccdo por E. canis, uma vez desenvolvido em 1972 por RISTIC et al. Embora o
teste de IFI seja muito sensivel na detec¢céo da prevaléncia da exposicdo a E. canis,
nao é util para determinar o estado de infeccéo atual ou avaliagdo de apuramento de
E. canis apds tratamento com antibiéticos (IQBAL e RIKIHISA., 1994). Os testes
sorolégicos tém vérias desvantagens, uma vez que suas caracteristicas clinicas e
clinicopatologicas sdo amplamente inespecificas (COUTO, 1998). Especialmente
nas regibes geogréficas onde E. canis é endémica, o teste soroldgico isolado é
muitas vezes pouco confiavel, desde que os cdes possam ser IF| positivo devido a
exposicao multipla a erliquiose. Reatividades cruzadas entre E. canis, E.
chaffeensis, E. ewingii, Ehrlichia spp e outros (PEREZ et al., 1996) constituem outro
problema em potencial para a especificidade do teste. Estes reagem
sorologicamente de forma cruzada com E. canis fazendo com se torne dificil a
diferenciacéo das infecc¢des individuais. (BREITSCHWERDT et al., 1998 a).

Alternativamente, o uso de isolamento de cultura de células (ICC) para
deteccdo de E. canis em sangue de caes infectados tem se mostrado a forma mais
sensivel e especifica (IQBAL et al., 1994). No entanto, o isolamento é trabalhoso e
pouco pratico em laboratérios de microbiologia clinica, o ICC exige de 1 a 4

semanas para obter resultados, limitando assim a sua utilidade como uma
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ferramenta de diagnostico rapido. Este requer uma técnica de cultura de células e
instalacdes adequadas, além de seu alto custo.

Ainda ha muita confusao e contradicdo quanto a sensibilidade do diagnéstico
citologico para E. canis, especialmente em relacdo ao tipo de tecido utilizado e a
fase da doenca nos animais estudados (TROY et al, 1980; ELIAS, 1991,
MATTHEWMAN et al., 1993; HARRUS et al., 1998; SAINZ et al., 2000). Além disso,
tem havido pouca informacdo sobre o numero de campos microscopicos
examinados e 0 tempo necessario para um diagnéstico definitivo nos estudos
relevantes (DU PLESSIS et al., 1990).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido usada com sucesso para
amplificar o DNA de E. canis de caes infectados durante a fase aguda da infeccéo
(ANDERSON et al., 1992). Mais recentemente a PCR combinada com hibridagao
DNA (PCR-CH) (MCBRIDE et al.,, 1996) e nested PCR (WEN et al., 1997), cuja
técnica envolve dois ensaios sucessivos de reacdo em cadeia da polimerase e tem
sido utilizados para melhorar a sensibilidade sobre o da PCR convencional.

A observacdo de morulas de E. canis em mondcitos e/ou linfécitos, a
deteccdo de seu DNA nos tecidos-alvo por PCR, ou a cultura in vitro séo
necessarios para um diagnostico correto (NEER et al., 2002). No entanto, os dois
altimos métodos necessitam de equipamentos especiais, 0 que pode limitar a sua
utilidade na pratica diaria.

Os caes na fase crénica da doenca tém um progndstico ruim e podem nao
melhorar ap6s o tratamento (KUEHN e GAUNT., 1985.; GREENE e HARVEY.,
1990). Devido a possibilidade de os cdes em condicbes naturais poderem ser
infectados por E. canis tanto como por e E. chaffeensis, ha necessidade de exames
laboratoriais para diferenciar entre as 2 bactérias. O sequenciamento dos genes que
codificam as proteinas de superficie p30 16S RNA ribossomal (16S rRNA), revelou
uma estreita relacdo genotipica entre E. canis e E. chaffeensis (INOKUMA et al.,
2001). Consequentemente, ensaios de laboratério comumente utilizado para o
diagnostico de ambas as infec¢cdes podem ser de baixa especificidade devido a
reatividade cruzada.

Portanto, para o diagnéstico da erliquiose canina, um método mais sensivel,

especifico e simples de detectar diretamente o organismo € desejavel. O
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desenvolvimento de testes de PCR para a detec¢do do DNA de E. canis no sangue
e nos tecidos de cades experimentalmente infectados foi muitas vezes nao
suficientemente sensivel para detectar alguns organismos em amostras de sangue
assintomatica (IQBAL et al., 1994) e em caes naturalmente infectados, em especial
agueles que ja tinham sido tratados com antibioticos (WEN et al., 1997).

A técnica de LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification) amplifica
rapidamente o DNA alvo sob condi¢des isotérmicas. A reprodutibilidade do LAMP,
usando banho seco e a facilidade de leitura dos resultados apresenta um grande

potencial para o diagnostico especifico (NJIRU et al., 2008).

1.6- Tratamento

As Tetraciclinas sdo comumente usadas no tratamento da erliquiose
monocitica canina. A doxiciclina, em particular € o antibiético mais aceitavel
e amplamente utilizado no tratamento da erliquiose canina (BREITSCHWERDT et
al., 1998 b). Estudos mostraram que a doxiciclina (10 mg/kg/dia) durante 7 dias foi
ineficaz na eliminacdo de infeccdo experimentalmente induzida por E. canis do
sangue e tecidos de trés dos cinco caes testados (IQBAL e RIKIHISA., 1994). Em
outro estudo, a doxiciclina (5,6 a 6 mg/kg) duas vezes ao dia, usado por 14 dias foi
eficaz na eliminacdo de E. canis induzida experimentalmente a partir do sangue de
oito cdes com infeccdo aguda (BUHLES et al.,, 1974). Porém, outros estudos
experimentais tém demonstrado que 0s caes permanecem soropositivos para E.
canis por muitos meses apés a perda espontanea da infeccdo (EWING et al., 1995)
e apos o tratamento com tetraciclina (BREITSCHWERDT et al., 1998 b).

Cées com sinais clinicos ou na fase aguda da doenca mostram significativa
melhora nos parametros clinicos e hematologicos dentro de 24 a 48 horas apos a
terapia instituida. Os cdes com erliquiose crénica podem apresentar melhora gradual
ou nenhuma melhora apds o tratamento (GREENE e HARVEY ., 1990).

A Erliquiose cronica, portanto, pode resultar em uma alta mortalidade ou
resultar na recuperacéo clinica dos caes, que se tornam portadores e podem servir
como fonte de infeccdo. E, portanto, extremamente importante o diagndstico da

erliquiose numa fase precoce, podendo melhorar o prognéstico dos caes tratados. A
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identificagdo do teste mais sensivel e confiavel também ira ajudar na selecdo de
cées portadores.

1.7- LAMP no diagnéstico clinico

Embora o lancamento do LAMP remete-se a 1998, este tornou-se popular
depois de 2003, apds a emergéncia do virus SARS no Nilo Ocidental (HONG et al,
2004). Desde entdo a técnica de LAMP tem sido cada vez mais adaptada por
pesquisadores do Japao, principalmente para o diagndstico clinico das doencas
emergentes. Entretanto, a maioria das pesquisas publicadas tem sido dirigida para
virus de RNA, talvez devido ao aumento da incidéncia de viroses em um passado
recente, sob a forma de epidemias de grandes dimensfes com uma significativa
importancia para a saude publica.

A utilidade do LAMP para amplificacdo de DNA viral também foi relatado para
o HPV (papilomavirus humano) tipo 6, 11, 16 e 18, herpes, VZV (varicela), CMV
(citomegalovirus), adenovirus e virus BK (OKAMOTO et al., 2004; YOSHIKAWA et
al., 2004; WATABAYASHI et al., 2004 ENOMOTO, et al., 2005; KANEKO et al.,
2005; SUGIYAMA, et al., 2005; SUZUKI et al., 2006; BISTA et al., 2007; HAGIWARA
et al., 2007; IHIRA et al., 2007; KUARA et al.,, 2007) e encontrou-se superior em
termos de sensibilidade, especificidade, rapidez e simplicidade, e pode
potencialmente ser uma ferramenta valiosa para a detec¢do da bactéria Ehrlichia
canis.

Entre os animais, foi relatado a deteccdo por LAMP do virus da febre aftosa
(VFA) (DUKES et al.,, 2006), diagnostico doengca de newcastle, cinomose,
parvovirose canina e septicemia hemorragica viral e na agricultura o plum pox virus
(PHAM et al., 2005; VARGAS et al., 2006).

O diagnostico por LAMP da bactéria Ehrlichia canis nunca foi publicado, ou
sequer citado, mas neste trabalho pudemos fazer a deteccdo do microorganismo,

atraves desta técnica, que se mostrou muito eficaz.
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2- Objetivos Gerais

Desenvolver metodologia para diagndéstico de erliquiose canina a partir da
analise do DNA;

Comparar a eficiéncia do diagndstico da técnica de PCR com a técnica de LAMP.

3- Objetivo Especifico

Desenvolver diagndstico por LAMP de erliquiose canina a partir da andlise do
DNA.
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4- Material e Métodos

4.1- Coleta das Amostras

As amostras de sangue foram coletadas por médicos veterinarios, por meio
de puncéo venosa em tubo contendo EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético). As
coletas foram realizadas nos seguintes locais:

1) Canil municipal da cidade de S&o Carlos (coleta devidamente
autorizada pelo Secretario de Agricultura e Abastecimento, Departamento de
Protecdo Animal Dr. Sérgio Goncgalves Dutra), a coleta foi realizada em trés etapas.
Em cada etapa foram coletadas as amostras de 30 animais, totalizando 90 amostras
diferentes, tendo a colaboracdo da veterinaria Dra. Glauce Mendes;

2) Clinica Veterinaria  Amigdo, onde foram coletadas amostras de 14
animais;

3) Clinica Veterinaria Kerry, cinco amostras coletadas;

4) Clinicao Clinica Veterinaria, cinco amostras coletadas;

5) Clinica Veterinaria Sanavet, coletadas 19 amostras;

6) *Hospital Veterindrio da Universidade Camilo Castelo Branco
(UNICASTELO), na cidade de Descalvado - SP, onde foram analisadas 49
amostras.

* Na faculdade o projeto foi analisado pelo seu respectivo Comité de ética, onde foi
aprovado. As amostras foram coletadas pela Dra. Roberta Casale, com o aval da
Profa. Dra. Marcia Ferreira da Rosa Sobreira. Obtivemos um total de 182 amostras
de todos os pontos de coleta, entre agosto de 2008 a abril de 2009.

4.2- Extracao do DNA

Inicialmente o DNA foi extraido pela metodologia da extracdo por Proteinase
K, modificado do protocolo de BELLO et al., (2001), onde:

1. Adicionamos 150 uL de sangue total a um tubo eppendorf estéril;
2. Lavamos com 500 pL de TE (Tris - acido cloridrico — EDTA);

3. Centrifugamos a solucao por 1 minuto a 13.000 r.p.m.;
4

Descartamos o sobrenadante e adicionamos 1,0 mL de 4gua ultrapura;
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Centrifugamos a solugédo por 1 minuto a 10.000 r.p.m., descartamos o
sobrenadante e acrescentamos:
a. 80 pL de 5X tampédo de Proteinase K (10 mmol/L Tris-HCI, pH 7,8,
5mmol/L EDTA e 0,5% SDS (dodecil sulfato de sédio));
b. 20 puL de Proteinase K, 20 mg/mL;
C. 40 pL de SDS 10%;
d. 240 pL de agua.
Agitamos, homogeneizamos e incubamos 30 minutos a 60°C;
Adicionamos 120uL de NaCl 5mol/L, homogeneizar;
Centrifugamos a solugéo por 10 minutos a 13.000 r.p.m.;
Transferimos o sobrenadante para um tubo limpo e adicionamos 800uL de

Etanol absoluto;

10.Homogeneizamos e centrifugamos por 10 minutos a 13.000 r.p.m.;

11.Descartamos o sobrenadante;

12. Adicionamos cuidadosamente 600uL de etanol 70%;

13. Centrifugamos por 10 minutos a 13000 r.p.m., a 4°C;

14.Descartamos o0 sobrenadante e deixamos secar 0 precipitado a temperatura

ambiente;

15.Ressuspendemos o DNA em 30uL de agua ultrapura;

16.Armazenamos a amostra a -20°C.

A metodologia descrita acima se mostrou eficiente, porém devido ao seu

longo tempo de execucdo, testamos também o protocolo reformulado de extracao de
sangue utilizando Brazol - LGC do Brasil (CHOMCZYNSKKI e SANCCHI., 1987), o

qual foi realizado da seguinte forma:

1.

o 0k WD

A um tubo Eppendorf de 1,8 mL contendo 250uL de Brazol foram adicionados
150uL de sangue total,

Homogeneizamos por dois minutos em vortex;

Adicionamos 50 uL de cloroférmio, homogeneizando-a novamente;
Centrifugamos a 10.000 r.p.m., por 15 minutos;

Transferimos a fase aquosa para um tubo limpo;

Adicionamos 300uL de isopropanol resfriado a 4°C;
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7. Centrifugamos a 10.000 r.p.m. por 20 minutos a 4°C,;
8. Desprezamos o sobrenadante;
9. Adicionamos cuidadosamente 500uL de etanol 70%;
10. Centrifugamos a 10.000 r.p.m. por 10 minutos;
11.Desprezamos o0 sobrenadante
12.Deixamos secar a temperatura ambiente;
13.Ressuspendemos o DNA precipitado em 30uL de agua ultrapura;
14. Armazenar a -20°C.
O protocolo modificado de Brazol se mostrou muito eficaz, com um menor

tempo de execucéo, portanto foi o utilizado em todas as amostras.

4.3- PCR (Reac¢dao em Cadeia da Polimerase)

A técnica foi desenvolvida por Kary Mullis na década de 80 (SAIKI et al.,
1986). O principio da técnica € multiplicar trechos especificos de DNA, utilizando
desoxiribonucleotideos, para que possa ser facilmente detectavel por métodos de
separacao e identificacdo de DNA.

A multiplicacdo destes trechos especificos se da alternando a temperatura de
ensaio entre a desnaturacdo das cadeias do DNA.

12 etapa: desnaturacdo, onde se eleva a temperatura a 95°C para que haja a
separacao da dupla fita.

22 etapa: anelamento dos iniciadores, onde a temperatura € reduzida,
dependendo da Tm (Temperatura de fusdo de um oligonucleotideo) é a temperatura
na qual exatamente metade da fita do DNA esta anelada e a outra metade esta
desnaturada. Cada iniciador tem seu Tm especifico, e o Tm dos iniciadores
utilizados estéo descritos na tabela 1.

32 etapa: extensdo, a temperatura € elevada a 72°C, para que a enzima
Platinum® Taq DNA polymerase - Invitrogen®, possa inserir os dNTPs e fazer a
nova fita.

Foram utilizadas reacbes de amplificacdo por PCR contendo: DNA

guantificado em gel de agarose 1% ou em NanoDrop™ (equipamento que quantifica
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amostra de DNA e determina seu grau de pureza); 1,25 mmol/L de cada nucleotideo
dATP, dTTP, dCTP e dGTP (Promega®); 1,0 pL de cada iniciador Dsb—330 e Dsb-
729 a 15 pmol/pL (E. canis), e Canis_F e Canis_R a 1 pmol/pL (controle de reagao)
(tabela 1); 0,2 U/uL de Platinum® Taqg DNA polymerase - Invitrogen®; 1,5 umol/L de
solugdo tampé&o contendo 50 mol/L de KCI; 20 mol/L Tris-HCI e 0,45 pmol/L de
MgCl,. Foi adicionada a solugcdo agua ultrapura autoclavada para completar 15uL e
a amplificacdo foi efetuada em termociclador com gradiente de temperatura da
Applied Biosystem®, modelo Veriti. Em cada série, foram incluidos controles positivo
e negativo (agua).

Os iniciadores para erliquiose foram desenhados a partir da sequéncia do
gene dsh, conforme publicado por AGUIAR (2006). Os numeros de acesso no
GenBank para as sequéncias de nucleotideos do gene estudado para eliquiose é
CP000107.1 (figuras 1 e 2).

Os iniciadores para controle interno de reacéo foram desenhados a partir da
sequéncia de Canis lupus familiaris, cromossomo 26, acesso ao GenBank:
AC186993 (figuras 3 e 4).

Os produtos das amplificacbes foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5% em TAE (tris - acetato — EDTA) tamponado, revelados com GelRed -
Biotium® em transiluminacdo ultravioleta. Compararam-se o0s fragmentos
amplificados com marcadores de DNA de 100 pares de base (1 Kb Plus DNA Ladder

- Invitrogen®).

Tabela 1: Oligonucleotideos iniciadores para amplificagdo de Ehrlichia canis (Dsb) e do controle de reagdo

(Canis_x) por PCR e seus respectivos valores de Tm.

Iniciadores Sequéncia (5°-3’) Tm (°C) Pares de Bases
Dsb - 330 5 ATGATGTCTGAAGATATGAAACAAAT 3’ 53,8°C 409 pb
Dsb - 729 5 CTTTAAGAAGTAAAATAGATATGCAGA 3 52,7°C 409 pb
Canis_F 5'CGGGGTCTGGGTTCTTGTGAC 3’ 60,2°C 230 pb
Canis_R 5'"CGTCCCTGGTCGTTCCAGATT 3 59,2°C 230 pb
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GenBank: CROOO107 .1

Ehrlichia canis str. Jake, complete genome

Cormment Features

LOCTU3
DEFINITION
ACCEZZION

VERSION

KEYWORDS

3OURCE
CORGANISH

REFERENCE
AUTHORS

TITLE

JOUEMAL
REFERENCE

AUTHORS

TITLE
JOURNAL

COMMENT

CPOOO107 1315030 bp DML circular BCT 11-JUL-2003
Ehrlichia canis str. Jake, complete genome.

CPO0OD107 AAEJO1000000 AREJO1000001 ALALEJO100000Z AAEJO1000003
AAEJO1000004 AAEJOL1000005 AAEJO1000006 AAEJO1000007 AAEJOL100000S
AAEJO1000009 AAEJOL1000010 AAEJO1000011 AAEJOI100001Z AAEJO1000013
LAEJO1000014 AAEJO1000015 AAEJO1000016

CPOOD107.1 GI:72393774

Ehrlichia canis str. Jake
Ehrlichia canis str. Jake

Bacteria; Protechacteria: Alphaprotechacteria; Rickettsiales:
Lnaplasmataceae; Ehrlichia.

1 [haze=z 1 to 1315030)

Palenik,B., Copeland,i., Lucas,3., Lapidus,i., Barrvy,E.,
Deccer,J.C., Glavina,T., Hatmon,MN., Israni,?., Pitluck,3.,
Chain,P., Malfatti,3., Zhin,M., Verge=z,L., Schrutz,J., Lariner,F..,
Land, M., MNavromwatis,E. and Richardson,P.

Complete sequence of Ehrlichia cahis str. Jake

Thpublished

2 [hasezs 1 to 1315030)

Palenik,B., Copeland,i., Lucas,3., Lapidus,i., Barrvy, K.,
Detter,J.C., Glavina,T., Hatmwon,MN., Israni,., Pitluck,3.,
Chain,P., Malfatti,3., Zhin,M., Verge=z,L., Schroucz,J., Lariner,F..,
Land, M., MNavrommatis,E. and Richardson,P.

Direct Submission

Submitted (25-JUL-2005) US DOE Joint Genome Institute, 2800
Mitchell Driwve, Walnut Creek, CA 94595, T34

URL -- http://www.jgi.doe.gov

Jource DAL and bacteria available fro Jere MNeBride
[jemchridBiutil . edu)

Whole genome secquencing and draft assembly at JGEI-PGF

Figura 1: Acesso GenBank onde foi depositada a sequéncia gendmica de Ehrlichia canis.
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0i|72393774|gb|CP000107.1]| Ehrlichia canis str. Jake, complete

genome

AAATGCGTAAAACATTTATGTAGTGCAATTCATGTTAGAATATAAAATGAATCCTACAAC
ATACATAACACTTTTTGCTTCAATCAATATAGTTAATCACATGTTGTAGATGTAAACAAT
TCTTAATAATATAAACACTAAAAAATTCACAAATACTACAACGTTACATATATACTTTTC
AGAGATTTCTACTATTGACTTCATCAAAAATCTATAGTAGTTTTAACATTCTACATTTTT
TAAGGCAGTAATAATGCTAAGGATTCTATTTTTATTAAGCTTAGTAATACTAGTGGCAAG
TTTTCCACTAATAAATAACTGGTTATCTAATAAATCTGGTAAGCCTATAGTAGATAAAGA
TACAATTATTGCAATTATTGAAGAATATATATCAAATTACCCTCAAAAAGTGATAGATCT
GCTCACCAAAGGGCAAGTGCGGGCAGAGAATGAAGAAATGAGTCAAAACATAAAAAAATA
CAAATCTGAATTGGAAAATACTTCATATCCTTCAGCTGGAAATAAAGATAGTAAAATAGT
ATTTGTAGAGTTCTTTGATTACTCATGCGGCTATTGCAAAATGATGTCTGAAGATATGAA
ACAAATAGTACAAGACGGTAAAGTGCATGTTATATTCAGAGATTTTCCAATACTTGGTGA
GTCTTCACTCAAAGTTGCCCAAGCAGCACTAGCTGTACATATGATTAATCCAAATAAGTA
CATAGACTTCTATTATGCAGCACTACATTACAAGCAACAGTTTAATGATGAGTCAATATT
AAGTATCATAAAATCAATAGGTATAACTGAAGAAGACTTCAAAGTATCATTAGCAAAAAA
TGCTGATGCTATAGACAAAATGATACAATCTACCAGAGAACTAGCACAGAACATTAATAT
AAGGGGCACTCCTGCTATCATAGTAGGGGATACATTTATCGGTGGTGCAGCTGATATATC
AACTTTAAGAAGTAAAATAGATATGCAGAAATAAGTCACTTCTGAAAATAATTACTATTA
AAATTTTTGGGTTTTAATGCATCTTATTATGGTCAGGTTTTACACGAAAAATATCAGGGT
TCTGAGTTTTAGTAAAGATGTTTTCACGCTCAAGTAAGCATGTTTCTTCCTCAGCAACAT
CATCCTTCTGGTTATAAATTTGCATGGCTGTAATACAACAGCATAGTATTGATATGACTA
AACAAATAACAGCTATTACTACACATGAAACAAACAACATTGTATTCTCTTGACTTGCAA
AAGCAATAGATAACAATAAAACAGACATACATCCCATAGTTAAAGCTATTACAGGAGCAC
TATAAACACAAACATCCATCTTAAATAATGATGTACTTTCTTTCTTCTTCTCTAAGTATG
CTTTACGATAGAAATCAGAATCAAAGTATGATTTCAAACCATCTTTCATTTTAGATATTT
CAACCTTATCAATTTCTGATTCAAAATCAATATCATAAAAATCAGATGACAACTTTTCAT
ATTTATGAGCAACTTTATCATCTGTTATAATTAAACTGCTTGTACTTGTGCTTTCATCTT

Figura 2:

Parte da sequéncia do genoma de Ehrlichia canis, onde estdao destacados os iniciadores utilizados na
amplificagdo por PCR. No inicio da figura temos a identificagdo atribuida pelo GenBank para o acesso da

sequéncia.
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GenBank: ACT8E993.25

Canis familiaris chromosome 26, clone XX-367D6, complete sequence

Comrment Features Seguence

LoCTs
DEFINITICH
ACCESSION
VERSICH
EEYWORDS
SOURCE
ORGANISH

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

REFERENCE
AUTHORS

AC156993 153775 bp DML linear MAM 19-JUN-Z005
Canis fawiliaris chromosome 26, clone XE-367D6, cowplete sequence.
AC158993

AC158993 .25 GI:15906854754

HT.

Canis lupus familiaris [(dog)

Canis lupus familiaris

Eukarvyota:; Metazoa; Chordatar: Craniatasar; Vertebrata; Euteleostomis
Matmmnalia; Eutheris: Laurasiatheria: Carnivora: Caniformiar; Canidae:
Canis.

1 [bases 1 to 183773)

Birren,B., Nushaum,C. and Lander,E.

Canis fawiliaris chromosome 26, clone XE-367D6

Unpukblizshed

2 (bases 1 to 183773)

Birren,B., MNuskawn,C., Lander,E., lbouslleil k., ALllen,N.,
Anderson, M., Anderson, 3., Arachchi,H.M., Barna,N., Bastien,V.,
BEloom,T., Boguslavkiv,L., Boukhgalter,B., Camaratsa,J., Chang,J.,
Choepel,¥., Collytore,A., Cook,L., Cooke,P., Corum,B.,
ebrellanc, K., Diaz,J.5., Dodge,5., Doolev,K., Dorris,L.,
Erickson,Jd., Faro,3., Ferreira,P., FitzGerald, M., Gage,D.,
Galagan,J., Gardyha,3., Graham,L., Grand-Pierre,MN., Hafez N.,
Hagopian,D., Hagos,EB., Hall,J., Horton,L., Hulme,W., Iliewv,I.,
Johnson,R., Jone=s,C., Kamat,L., Karatas,iA., Eells,C., Landers,T.,
Lewine,R., Lindhlad-Toh,E., Liu,&., Liu,X., Lui,i., Mabhitt R.,
Maclean,C., Macdonald,P., Msajor,J., Manhing,J., Matthews,C.,
MocCarthy, M., Meldrim,J., Meneus,L., Mihowva,T., Mlenga, V.,
Murphy,T., MWNaylor,J., Nguyen,C., MNguyen,T., MNicol,R., Norbu,C.,
O'Connor . T., ©'Donnell,P., O'Neil,D., Oliver,J., Peterson.K..

Figura 3: Acesso GenBank onde foi depositada a sequéncia gendmica de Canis lupus familiaris.
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>0i|190684784|gb|AC186993.25| Canis familiaris chromosome 26, clone XX-
367D6, complete sequence

GAATTCCTCAAGGCCTGGCGCAACCTAGGGACGCAGGTACGGTTCACCCCGGGCACCCCACGTGCCCACC
GGTCGGTAGTGAGGATCCCCTCGTGACCTGAGTGTGCGCACGGGGTCTGGGTTCTTGTGACAGACTGCGG
CCCGTTGCTTGGGCCGGAAGGCAGCTTCGCTCCCTCCTCCACCCCATCATCACCGCCCCAGTGGGCCCCA
ATATCCTCAATGATCTCAAAGAAACATAGGGTTTGCTTAAAAAAAAAAAAAAAAGACCTTCAGGAAAGGT
CCATTTCCTGATGCCTTCTAGGCCTTAACCCATTCCCCAAACCCCTCTCATGTGGATAATCTGGAACGAC
CAGGGACGGTCTCTTGAACAGACCACGCTGATCCCTGCTAACGAAGAAGGAGAGCTCCAGCGCGGLCGLCC
GGGCCCACCCCGCAGACCCCGTAGCCCCAGCCAACACCCCGCGTACCCCGTAGCCCCAGCCAACALCCCCG
CGTACCCCGTAGCCCCAGCCAACACCCCGCGTACCCCGTAGCCCCAGCCAACACCCCGCGTACCCCGTAG
CCCCATCAACACCCTGCGTACCCCGTAGCCCCAGCCAACACCCCGCGTACCCCGTAGCCCCAGCCAAATA
CCCCGAGTACCCCGTAGCCCCATCAACACCCCGCGTACCCCGTAGCCCCAGCCAAATACCCCGCATACCC
CGTAGCCCCAGCCAACACCCTGCGTACCCCGTAGCCCCAGCCAAATACCCCGCATACCCCGTAGCCCCAG
CCAACACCCCGCATACCCCGTAGCCCCAGCCAAATAGCCCTTTAAGTATTTGAGGCCTTGCCCAGCACTT
CACTGGAGTGTTTTAAGAATCAAGCAGTAGGTGTGCATTTTTTATTTTTGATGCATTCCTTCAATTCATA
GAATCCCATTTTTTCGGTTTATGGGGTTTTCAGCTATTGCCGGCTTAAAAAAATTCATGGTCGTCACCAG
TGAGCGTGTGCTCTGTGCCTTTGGGTGCTGTGGGTCTGCGTGGACGGCAGCAGCTGCGCCGTGTCATGAG
GACGCCCGTAGGGCCCTCTGGACGCCAGCTACGGTGCCGCGGGCTCTATCCGCATCCGTCTCATTTAACT
TTCACAATAACCTGGAGAAACTGCCGCTCACGGAGCTTGGGCAACCTGTCCGGGAGCCCAGGCCGGCACT
TTGCTGGAAGGTTGTGAAACCTGCAGAGACCTGCCCGCCACCCTGACCCAGTTCTTAACTGGGACCGGAG
CAGGTCGGGCGGATGCTGTGGTCTTCGGGGCCAACAAGCTGCAGGGTTCTGTTGTATTCCAATTTGCCCG
TTTGCAGCTTTTTTGAAAACCGACTTTAAAAAAAAAAATTATGTATCTATTCACAAGAGACAGAGAGAGA
GAGAGAGAAAGGCAGAGACACAGGCAGAGGGAGAAGCAGAGGGAGCCCGACGTGGGACTCGATCCCGGGA
CCCCGGGGTCACGCCCTGAGCCGAAGGCAGACGCTCCACCACGGAGCCATCAGGTGTCCCGAAAACCGGA
TTTTTTAAATACCAGCTGCCCAGCTGCCCTTGGTGTCCTGCATGTGGAGCATGAGCCAACCTCAGTGCAT
TCGGATGCACGTTTCTCGCCATGGGGTCCTGCACCCTGGCCTGGGCCTCGTGCGGGTGCTCTCCATCGCG
CTTTCCCTGAGCACCCCTTTGAAAATGGCAGCACCGTGCCCCCAGGTGGGGTCTGGCCCCGTGTCCTCGT

Figura 4: Parte da sequéncia do genoma de Canis lupus familiaris, onde estao destacados os iniciadores
utilizados na amplificagdo do controle de reagao por PCR. No inicio da figura temos a identificagao dada pelo
GenBank que da acesso a sequéncia.

4.3.1- Protocolo utilizado na amplificacdo por PCR.

A concentracdo e quantidade dos reagentes empregados na reacdo de PCR
estdo demonstradas na tabela 2, e foram padronizadas para um volume final de
15uL.
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Tabela 2: Concentragdo e quantidade dos reagentes empregados na PCR, para um volume final de 15puL.

Reagentes Concentragéao Volume
H,O (ultrapura autoclavada) - 5,45 pL
Tampéo [10x] 1,5uL
MgCl, [2mol/L] 0,45 pL
dNTP [1,25mol/L] 2,4 UL
Iniciadores Dsb:15pmol/uL (forward e reverse) 1puL
Canis: 1pmol/uL (forward e reverse)
Taq Platinum [5U/uL] 0,2 uL
DNA [200 a 600 ng/pL] 1L

Inicialmente as amostras foram desnaturadas a 95°C por dois minutos,
seguida de uma sequéncia de 50 ciclos repetidos de 15 segundos a 95°C
(desnaturacéo da fita de DNA), 30 segundos a 58°C (pareamento dos iniciadores) e
30 segundos a 72°C (extensdo da cadeia) (tabela 3). A quantidade de ciclos interfere
no resultado final, sendo que, a amplificacédo ideal do controle positivo ocorre com 50
ciclos. Considera-se positivo para erliquiose as amostras cujos produtos de
amplificagéo por PCR apresentam as bandas de 409 pb e 230 pb referentes a banda
especifica para E. canis e o controle positivo, respectivamente. Os iniciadores para
erliquiose foram desenhados a partir da sequéncia do gene dsb, conforme publicado
por AGUIAR (2006) (tabela 1).

Tabela 3: Condigbes da amplificacao por PCR.

Etapas -
Desnaturacéo inicial 95°C / 5 minutos
Numero de ciclos 50
Desnaturacéo 95°C / 15 segundos
Anelamento 58°C / 30 segundos
Extenséo 72°C / 30 segundos
Extens&o Final 72°C / 5 minutos
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4.4- LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification)

A tecnologia da amplificacao isotérmica de DNA foi desenvolvida por NOTOMI
et al., em 2000. Através desta tecnologia é possivel amplificar sequéncias de DNA
com grande especificidade. O LAMP utiliza uma DNA Polimerase com atividade de
deslocamento de fita (strand displacement activity), a Bst DNA Polimerase (Bacillus
stearothermophilus). Este permite a amplificacdo isotérmica de sequéncias de DNA
e RNA da ordem de 10° a 10'° em tempos que variam entre 15 a 60 minutos
(NOTOMI et al., 2000).

A tecnologia LAMP utiliza um conjunto de quatro iniciadores especificos,
desenhados a partir da sequéncia que se deseja amplificar. Estes iniciadores sdo
denominados genericamente de FIP (forward inner primer), F3, B3 e BIP (backward
inner primer) e sao desenhados a partir de seis segmentos especificos da sequéncia

a ser amplificada (figura 5).

s Fle

Y »

_F3 7

[F3 Primer]|S'mm 3

F3¢c F2¢Fle TarzerDNA Bl B2 B3
R il B

A = =
= ] ——h— et
F3 F2 F1 Blc B2c B3c

Ji

> 5

1 - B3 |B3 Primer

B2 "..
Ble

Figura 5: A figura mostra o desenho dos quatro iniciadores: FIP, F3, BIP e B3, que sdo realizados a partir de
seis distintas regides da sequéncia alvo: F3c, F2c e Flc presentes na extremidade 3’ , e B1, B2 e B3 na
extremidade 5’. (Target DNA = DNA alvo)

Héa duas etapas de amplificacdo na técnica de LAMP, que inclui a etapa nao-
ciclica e etapa ciclica (USHIKUBO, 2004). A estrutura em forma de grampo (também
chamada de halteres) € a que da nome a técnica e esta estrutura € formada apos

oito passos de reagao sucessiva da etapa néo-ciclica da técnica de LAMP (figura 6).
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Figura 6: Estrutura formada apds oito passos sucessivos de rea¢do, na etapa ndo-ciclica, com grampos nas
extremidades 3’ e 5. Esta estrutura serve como molde para a amplificagdo ciclica propriamente dita.

4.4.1- Etapa néo-ciclica

Na etapa ndo-ciclica (figura 7) h4 a formacdo de loops (voltas) em cada
extremidade do DNA que servem de estrutura de partida para a amplificacdo pelo
ciclo do LAMP. (NOTOMI et al., 2000,; USHIKUBO, 2004).

Através da atividade da Bst DNA polimerase (que faz a atividade de
deslocamento da fita), uma fita de DNA complementar ao DNA molde é sintetizada a
partir da regido 3’ final da regido F2 do iniciador FIP (figura 7 — 1 e 2). O anelamento
do iniciador F3 na regido F3c, libera o FIP do DNA alvo e inicia a sintese do DNA
(figura 7 — 3). A fita dupla € formada a partir da fita de DNA sintetizada pelo iniciador
F3, a partir do DNA molde (figura 7 - 4). O iniciador FIP ligado a cadeia
complementar é liberado como fita simples (figura 7 - 5), entdo esta fita liberada
forma um lago no final 5’ porque a regido F1c € complementar a regido F1 (figura 7 -
6). O DNA de fita simples, por sua vez, serve como molde para o anelamento do
iniciador BIP, iniciando a sintese do DNA, e subsequentemente faz-se o anelamento
do iniciador B3 partindo da regido 3’ final da fita molde (figura 7 — 6 e 7), liberando a
fita simples de DNA complementar sintetizada pelo BIP, formando as voltas na
estrutura em cada extremidade (figura 7 - 8).
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Figura 7: Principios de amplificagdo por LAMP. Etapa ndo-ciclica [1 - 8]: Inicialmente, a atividade da Bst DNA
polimerase ajuda na sintese de uma fita de DNA complementar, a comegar pelo iniciador FIP. O iniciador
exterior F3, em seguida, desloca o FIP ligado a cadeia complementar, que constitui uma estrutura-haste de
loop no final 5’. Esta estrutura serve como modelo para o iniciador BIP iniciar a sintese de DNA e
subsequentemente o iniciador B3 inicia o deslocamento da fita. O produto final é uma estrutura em forma
de halteres em ambas as extremidades, que esta pronto para entrar na etapa de amplificagdo ciclica (Eiken
Chemical Co.Ltd).

4.4.2- Etapa ciclica

Na etapa ciclica (figuras 8 e 9) o iniciador FIP se anela na fita simples da
estrutura em forma de halteres sintetizando o DNA (figura 8 — a). A cadeia Unica
liberada forma grampos no final da regido 3’ porque a regidao B1 e B1c sao
complementares (figura 8 — b). Nesta etapa a sintese do DNA ¢ feita a partir da
regido B1, comecando a usar a sua auto-estrutura como molde, liberando o iniciador
FIP e sua cadeia complementar (figura 8 — c). A fita simples liberada forma outra
estrutura do tipo grampo (estrutura inicial do ciclo de LAMP), pois as regides F1 -
Flc e B1 — Blc sdo complementares (figura 8 — d). Além disso, temos o0 anelamento
do iniciador BIP na regido B2c (figura 8 — e). Como resultado deste processo, temos

varias estruturas que se repetem alternadamente, multiplos da estrutura inicial de

39



grampo duplo (figura 8 — f). A reagéo ciclica continua libera cerca de 10° exemplares

do alvo em menos de uma hora.
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Figura 8: As seis figuras acima ilustram a etapa ciclica da reagdo de LAMP, onde é demonstrado desde o
encaixe do primeiro iniciador FIP [a] desta etapa, até o resultado deste processo, onde temos vdrias
estruturas que se repetem alternadamente, miiltiplas da estrutura inicial em forma de grampo duplo [e].
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Figura 9: Principios de amplificagdo por LAMP. Etapa ciclica [9 - 11]: etapa exponencial empregando os
iniciadores loop internos. Como resultado deste processo, temos varias estruturas que se repetem
alternadamente, miiltiplos da estrutura inicial de grampo duplo (Eiken Chemical Co.Ltd).

A empresa japonesa que comercializa os kits e reagentes para o LAMP, Eiken
Chemical Co.Ltd., disponibiliza o software “Primer Explorer” em sua péagina na

internet que auxilia no desenho dos iniciadores (http://primerexplorer.jp/e/), e explica

detalhadamente, com animagoes, 0 principio do LAMP

(http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/index.html).

O desenho dos quatro iniciadores FIP, F3, BIP e B3 é realizado a partir de
seis distintas regides da sequéncia alvo: F3c, F2c e Flc presentes na extremidade
3, e B1, B2 e B3 na extremidade 5. Assim como ocorre com os iniciadores
utilizados em reac¢des de amplificacdo por PCR, os iniciadores utilizados no LAMP
devem seguir alguns principios basicos, tais como: dependendo da quantidade de

GC ou AT devem possuir um Tm entre 55°C e 65°C; a distancia entre a extremidade
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5 de F2 e B2 deve ser de 120 a 180 pb; os iniciadores devem ser desenhados de
maneira a ndo apresentarem complementaridade (Extraido da pagina da internet da
empresa Eiken Chemical Co. Ltd.).

Os iniciadores que foram utilizados para amplificacdo por LAMP foram
desenhados nas mesmas regides dos iniciadores utilizados para amplificacdo por
PCR (gene dsb). O desenho dos iniciadores foi realizado utilizando o software

Iniciador Explorer V4 (http://primerexplorer.jp/e/) (figura 10).

Primer Information

2 1D:6  dimer(minimum)dG=-1.52

label 5'pos 3'poslen Tm  5'dG 3'dG GCrate Sequence

F3 1063 1083 2155.47-535-485 0.38 CACGAAAAATATCAGGGTTCT

B3 1245 1264 2056.19-451-410  0.40 GCTTTTGCAAGTCAAGAGAA

FIP 47 GGATGATGTTGCTGAGGAAGAA-GAGTTTTAGTAAAGATGTTTTCACG
BIP 47 ATTTGCATGGCTGTAATACAACAGC-ATGTTGTTTGTTTCATGTGTAG
F2 1084 1108 2556.59-4.01-535 0.32 GAGTTTTAGTAAAGATGTTTTCACG

Flc 1124 1145 2260.12-476-387  0.45 GGATGATGTTGCTGAGGAAGAA

B2 1219 1240 2255.00-421-423 0.32ATGTTGTTTGTTTCATGTGTAG

Blc 1158 1182 256257-456-540 0.40 ATTTGCATGGCTGTAATACAACAGC

Figura 10: Informagbes cedidas pelo software Iniciador Explorer V4, disponivel em:
(http://iniciadorexplorer.jp/e/).

Foram utilizadas reacdes de amplificacdo por LAMP contendo: 100 ng de
DNA quantificadas em NanoDrop™; 1,25 mol/L de cada nucleotideo dATP, dTTP,
dCTP e dGTP (Promega®); 1,0 umol/L de cada iniciador FIP e BIP a 15 pmol/uL e
B3 e F3 a 5 pmol/uL (tabela 4); 8U/uL de Bst DNA Polimerase (Bst Polymerase,
Large Fragment - BioLabs®); 2,5 umol/L de solugcéo tampéo contendo 20 mmol/L de
Tris-HCI, 10 mol/L de KCI, 10 mol/L de (NH4).SO4, 2 mol/L de MgSOQO,4, 0,1% de
Triton X — 100 e Betaina 1,8 M. Foi adicionado a solu¢do agua ultrapura autoclavada
para completar 25 pL e a amplificacao foi efetuada em termociclador automatico com
gradiente de temperatura da Applied Biosystem®, modelo Veriti, e em banho seco
(Digital Dry Baths - Labnet®). Em cada série, foram incluidos controles positivo e
negativo (agua).

Os produtos das amplificacbes foram submetidos a eletroforese em gel de

agarose 1,5% em TAE tamponado, revelados com GelRed - Biotium® em
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transiluminagédo ultravioleta. Compararam-se os fragmentos amplificados com
marcadores de DNA de 100 pares de base (1 Kb Plus DNA Ladder - Invitrogen®).

Tabela 4: Oligonucleotideos iniciadores para amplificacdo por LAMP do gene dsb.

Iniciador Sequéncia (5’ - 3’)

F3_DSB 5"CACGAAAAATATCAGGGTTCT 3

B3_DSB 5 GCTTTTGCAAGTCAAGAGAA 3

FIP_DSB 5" GGATGATGTTGCTGAGGAAGAATTTTGAGTTTTAGTAAAGATGTTTTCACG 3
BIP_DSB 5"GCATGGCTGTAATACAACAGCATTTTATGTTGTTTGTTTCATGTGTAG 3’

4.4.3- Protocolo utilizado na amplificacdo por LAMP

A concentracdo e gquantidade dos reagentes empregados na reacao por
LAMP estdo demonstrados na tabela 5, e foram padronizadas para um volume final
de 25 pL.

Tabela 5: Concentragao e quantidade dos reagentes empregados no LAMP, para um volume final de 25 pL.

Reagentes Concentragéo Volume
H,O (ultrapura autoclavada) - 8,5 uL
Tampéo [10x] 2,5uL
Betaina [5mol/L] 4,0 uL
dNTP [1,25mol/L cada] 4,0 uL
Iniciadores Fip e Bip:15pmol/uL 1,0 uL
F1 e B1: 5pmol/uL
Bst DNA Polimerase [8U/uL] 1,0 L
DNA [200 a 600 ng/uL] 1,0 uL

Como a técnica de LAMP se caracteriza por ser uma técnica isotérmica
(transformacdo termodinamica na qual a temperatura € mantida constante), a
temperatura constante de reacao foi padronizada sendo 63°C durante um tempo de
60 minutos.
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5- Resultados e Discussao

5.1- Extracdao do DNA

A extracdo do DNA gendmico, foi realizada pelo protocolo reformulado de
extracdo de sangue utilizando Brazol - LGC do Brasil (CHOMCZYNSKKI et al.,
1987), o qual se apresentou mais eficaz do que a extracdo com proteinase K, em um
menor tempo de execucdo e foi padronizada de forma que otimizassemos a
utilizacdo do reagente, sendo que conseguimos utilizar uma menor quantidade de
Brazol, e obtivemos excelentes amostras de DNA gendmico, caracterizada por nao
ter rastro (figura 11). Diminuimos também a quantidade de lavagens do DNA com
isopropanol, onde apds esse passo lavamos diretamente com etanol 70%. Deixamos

secar e ressuspendemos com 30uL de agua ultrapura autoclavada.

Ladder 1 2 3 4

DNA gendmico de
alta massa molecular

Figura 11: Foto do gel de quantificagdo, mostrando quatro amostras extraidas pelo protocolo modificado de
Brazol, mostrando a extragdo do DNA gendmico de alta massa molecular, ndo degradado, onde as amostras
possuem um valor aproximado de 300, 500, 200, 350 ng de DNA/uL respectivamente. Gel de agarose 1,0%
corado com GelRed - Biotium® e visualizagdao em transiluminagdo ultravioleta.

O DNA extraido é total, portanto em cada amostra ha uma grande
concentracdo de DNA do céo, além de conter também DNA de outros
microorganismos que possam estar presentes. Estes n&o interferem no resultado

final, pois os iniciadores séo especificos para Erliquiose.
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A tabela 6 mostra as concentracdes de DNA para cada amostra extraida. Os
resultados obtidos variaram de aproximadamente 200 ng a 600 ng de DNA/uL, e
foram comparados com o padrao molecular High DNA Mass Ladder (Invitrogen®).
Para resultados mais objetivos utilizamos em algumas dessas amostras a
quantificacdo por NanoDrop™. Os melhores resultados de analise foram obtidos
quando utilizamos o DNA recém extraido.

Tabela 6: Concentragao do DNA, extraido pelo protocolo modificado de Brazol, nas amostras do canil e de
clinicas veterindrias, respectivamente.

Amostras do Concentracéo do Amostras de Concentracéo do
canil DNA (ng/uL) clinicas DNA (ng/uL)
cao_01 300 vet_01 350
cao_02 500 vet_02 250
cao_03 200 vet_03 200
cao_04 350 vet_04 250
cao_05 300 vet_05 250
cao_06 250 vet_06 250
cao_07 300 vet_07 550
cao_08 200 vet_08 300
cao_09 350 vet_09 400
cao_10 600 vet_10 250
cao_11 250 vet_11 300
cao_12 250 vet_12 250
cao_13 350 vet_13 200
cao_14 250 vet_14 200
cao_15 350 vet_15 250
cao_16 300 vet_16 300
cao_17 250 vet_17 400
cao_18 400 vet_18 350
cao_19 450 vet_19 200
cao_20 250 vet_20 350
cao_21 300 vet_21 350
cao_22 300 vet_22 200
cao_23 350 vet_23 200
cao_24 550 vet_24 250
cao_25 250 vet_25 300
cao_26 450 vet_26 200
cao_27 600 vet_27 350
cao_28 400 vet_28 550
cao_29 250 vet_29 200
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cao_30 300
cao_31 250
cao_32 300
cao_33 300
cao_34 350
cao_35 300
cao_36 400
cao_37 350
cao_38 250
cao_39 200
cao_40 250
cao_41 300
cao_42 300
cao_43 400
cao_44 200
cao_45 200
cao_46 250
cao_47 250
cao_48 250
cao_49 300
cao_50 450
cao_51 200
cao_52 200
cao_53 250
cao_54 300
cao_55 200
cao_56 350
cao_57 550
cao_58 200
cao_59 250
cao_60 250
cao_61 250
cao_62 450
cao_63 300
cao_64 400
cao_65 250
cao_66 300
cao_67 600
cao_68 500
cao_69 400
cao_70 450
cao_71 300
cao_72 400

vet_30 250
vet_31 550
vet_32 200
vet_33 250
vet_34 200
vet_35 250
vet_36 550
vet_37 450
vet_38 250
vet_39 300
vet_40 300
vet_41 350
vet_42 250
vet_43 250
vet_44 200
vet_45 350
vet_46 450
vet_47 200
vet_48 200
vet_49 250
vet_50 300
vet_51 200
vet_52 350
vet_53 550
vet_54 200
vet_55 250
vet_56 450
vet_57 200
vet_58 250
vet_59 200
vet_60 250
vet_61 550
vet_62 250
vet_63 250
vet_64 300
vet_65 300
vet_66 350
vet_67 250
vet_68 250
vet_69 200
vet_70 350
vet_71 350
vet_72 200
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cao_73 350 vet_73 250
cao_74 350 vet_74 350
cao_75 200 vet_75 200
cao_76 250 vet_76 250
cao_77 300 vet_77 200
cao_78 450 vet_78 250
cao_79 200 vet_79 550
cao_80 200 vet_80 450
cao_81 250 vet_81 250
cao_82 300 vet_82 300
cao_83 200 vet_83 300
cao_84 350 vet_84 350
cao_85 450 vet_85 250
cao_86 200 vet_86 250
cao_87 250 vet_87 200
cao_88 250 vet_88 350
cao_89 300 vet_89 250
cao_90 200 vet_90 200

vet_92 250

5.2- PCR (reacao em cadeia da polimerase)

Os resultados obtidos se mostraram condizentes com ANDERSON et al.
(1992), onde foi dito que a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido usada
com sucesso para amplificar o DNA de E. canis de caes infectados.

Os oligonucleotideos para o diagndstico de erliquiose foram baseados na
sequéncia do gene da Tio-dissulfoxido-oxiredutase (dsb). Este gene foi
caracterizado em vérias bactérias, sendo recentemente identificado no género
Ehrlichia (MCBRIDE et al.,, 2002). O dsb codifica a proteina responsavel pelas
ligacBes dissulfidicas (disulfide bond - dsb) das bactérias. Apesar disso, tem a
sequéncia de DNA bastante polimérfica entre as diferentes espécies de bactérias,
sendo Util para ensaios moleculares de alta especificidade (KUYLER DOYLE et al.,
2005). A amplificacdo por PCR do gene dsb de E. canis mostrou-se altamente
especifica e eficiente.

Segundo AGUIAR. (2006), o fragmento do gene dsb obtido pela amplificacdo
por PCR, demonstrou completa conservacdo entre as amostras estudadas de E.
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canis, em contraste com as outras espécies de Ehrlichia, o qual variou de 74% a
81% de similaridade. Estes resultados concordam com KUYLER DOYLE et al.
(2005), os quais afirmam que o gene dsb é altamente conservado entre as espécies
do género Ehrlichia. Mesmo assim, o gene possui regides de acido nucléico,
suficientemente heterdlogas, que permite ser utilizado como alvo especifico para
PCR de E. canis. Os resultados mostraram-se concordantes a analise da sequéncia
de aminoacidos da proteina dsb, a qual se revelou idéntica ao isolado Jake
(AF403710) e divergente das outras espécies de Ehrlichia (AGUIAR, 2006).
Segundo MCBRIDE et al. (2002), a dsb possui até 87% de homologia entre as
espécies E. canis e E. chaffeensis, descartando desse modo as reacdes cruzadas.

A metodologia da PCR amplifica amostras positivas com até 10pg de DNA
total (figura 12), e é independente da concentracdo inicial, ou seja, todas as
amostras com DNA em concentragdo maior do que 10pg de DNA total amplificam
normalmente, sem falsos positivos ou negativos, deixando claro que € preciso as
duas bandas (230pb e 409pb) para que o diagnéstico tenha valor. A extracdo do
DNA tem que ter sido realizada em até 20 dias antes da amplificacdo, para evitar
falsos negativos. O nested-PCR também teve resultados satisfatorios (figura 13),

como descrito por WEN et al. em 1997, e confirmado no respectivo trabalho.

lkb 100ng 10ng 5ng 1ng 100pg 10pg 1pg

Figura 12: A amostra quantificada em NanoDrop, mostrando um gradiente com a técnica de PCR, onde é
possivel se diagnosticar a Erliquiose em até 10pg de DNA total. 1kb= Marcador de massa molecular
INVITROGEN®. Gel de agarose 1,5%, corado com GelRed - Biotium® e visualizagdo em transiluminagao
ultravioleta.
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1 2 1Kb

Figura 13: Gel de Agarose 1,5% corado com GelRed - Biotium® com visualizacio em transiluminagdo
ultravioleta, mostrando o produto do nested-PCR com 2 amostras, sendo a amostra 1 positivas para
Erliquiose e a amostra 2 apresentando somente o controle de reagdao, mostrando ser negativa para
Erliquiose. 1kb= Marcador de massa molecular INVITROGEN®.

ApoOs a conclusdo de todos os testes, desde otimizacdo do protocolo de
extracdo, onde padronizamos o reagente Brazol - LGC do Brasil para ser usado na
extracdo do DNA das amostras de sangue, a Tm especifica, que foi padronizada
para amplificar dois diferentes conjuntos de iniciadores, passando pela quantidade
de ciclos exatos, a concentracdo minima e maxima de DNA possivel para que nao
tenha possibilidades de falsos negativos e falsos positivos, chegamos aos resultados

esperados nesta etapa, que era a padronizagéo do teste por PCR (figura 14).
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409pb
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- Biotium® com visualizagdo em transiluminagdo

ultravioleta, mostrando o produto da PCR com 20 amostras, sendo 8 positivas para Erliquiose. As amostras

positivas possuem a banda de 409pb. A banda com 230pb é referente ao controle de reagao. 1kb= Marcador

de massa molecular INVITROGEN®.

No canil municipal, onde foram coletadas 90 amostras de animais, 80% deles

estavam infectados com a doenca, e quanto as amostras recebidas das clinicas

particulares 40% apresentaram a doenga (tabela 7).

Tabela 7: Amostras infectadas por Ehrlichia canis, no canil municipal e em clinicas veterindrias.

Amostras canil

PCR

cao_01

Amostras de clinicas

PCR

cao 02

vet 01

cao_ 03

vet 02

cao_04

vet 03

cao_05

vet 04

cao_06

vet 05

cao 07

XXX X [X|X[X

vet 06

vet 07
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cao_08

cao_09

vet 08

cao_10

vet 09

cao_11

XX [ X [X

vet_10

cao_12

vet_11

cao_13

vet_12

cao_14

vet 13

cao_15

vet 14

cao_16

vet_15

cao_17

vet_16

cao_18

vet_17

cao_19

vet 18

cao_20

XXX [X X [X [X [X

vet 19

cao_21

vet_20

cao_22

x

vet_21

cao_23

x

vet_22

cao_24

vet 23

cao_25

vet_24

cao_26

vet_25

cao_27

vet_26

cao_28

vet 27

cao_29

vet 28

cao_30

vet 29

XXX [X|X

cao_31

vet_30

cao_32

vet_31

cao_33

vet 32

cao_34

XXX [X XX [X|X[X]|X

vet 33

cao_35

vet 34

cao_36

x

vet_35

cao_37

vet_36

cao_38

x

vet 37

cao_39

vet 38

cao_40

vet 39

cao_41

vet_40

cao_ 42

vet_41

cao_ 43

XX [ XX

vet 42

cao_44

vet 43

cao_45

x

vet 44

cao_46

x

vet_45

cao_47

vet_46

cao_48

vet 47

cao_49

vet 48

cao_50

vet_49

cao_51

vet_50

cao_ 52

vet 51

x

cao_ 53

XXX [X | X

vet 52

cao_54

vet 53

cao_55

vet 54

cao_56

vet_55

cao 57

vet_56

cao_58

vet 57

cao_59

vet 58

cao_60

vet 59

cao_61

vet 60

cao 62

vet 61

cao_63

XXX [X X [X[X

vet 62

cao_64

vet 63

cao_65

vet 64

cao_66

vet 65

cao 67

vet 66

vet 67

51



cao_68 vet 68
cao_69 X vet 69 X
cao_70 X vet_70 X
cao_71 vet_71
cao_72 vet_72 X
cao_73 X vet 73
cao_74 vet_74 X
cao_75 X vet_75
cao_76 X vet_76
cao_77 vet_77
cao_78 X vet 78 X
cao_79 X vet 79
cao_80 X vet_80
cao_81 vet_81 X
cao_82 X vet_82
cao_83 X vet 83 X
cao_84 X vet_84
cao_85 X vet_85
cao_86 X vet_86
cao_87 X vet 87 X
cao_88 X vet 88 X
cao_89 X vet 89 X
cao_90 X vet_90

vet 91

vet 92 X

Os resultados obtidos com as amostras cedidas pelas clinicas veterinarias
foram comparados com as laminas que foram cedidas pelos veterinarios (figura 15),
mostrando que as amostras que possuiam moérulas visiveis também foram
detectadas por PCR. Em algumas amostras, ndo foi possivel a visualizacdo pela
microscopia, mas foram detectadas pela técnica de PCR.

Todas as amostras enviadas a nés pelas clinicas tiveram relatos de sintomas
de erliquiose ou infestac6es por carrapatos, jA as amostras do canil municipal ndo
tinham qualquer prognostico, apesar dos animais ndo estarem em condi¢cdes

exemplares de higiene e cuidados.
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Figura 15: Fotos de microscopia optica (50x), corado com HE (Hematoxilina-Eosina). As setas indicam as

morulas encontradas em células mononucleares, nas amostras de sangue periférico de animais infectados.
Estas amostras também foram positivas para erliquiose quanto foram submetidas aos testes pelas técnicas
de PCR e LAMP, mostrando que as técnicas nao resultaram em falso negativo. Foto cedida pela UNICASTELO.

5.3- LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification).

A amplificacdo de acidos nucléicos é uma ferramenta valiosa para o
diagnostico de doencas infecciosas. Diversos métodos de amplificacdo estdo
disponiveis, incluindo o PCR que € o mais utilizado em vérias formas como a PCR
de transcricéo reversa (RT-PCR), Nested-PCR e a PCR multiplex.

Estes métodos baseados em PCR necessitam de instrumentos precisos,
tendo varios inconvenientes intrinsecos, como a exigéncia de ciclos térmicos longos,
além disso, eles tém um alto custo de implantacédo, tornando a técnica ndo adaptavel

para uso clinico de rotina, especialmente em servi¢os publicos de saude.
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O diagndstico pela metodologia LAMP possibilita a identificacdo de animais
infectados com minima estrutura laboratorial, ndo necessitando de equipamentos
sofisticados, diminuindo o custo e viabilizando a utilizacdo dessa metodologia de
diagnoéstico para qualquer clinica veterinaria ou instituicdes de ensino com baixo
custo.

A nova geracao de amplificacdo de genes € caracterizada pelo uso de quatro
diferentes iniciadores especialmente concebidos para reconhecer seis regides alvo.
A amplificacdo procede de uma temperatura constante, sendo completada em uma
Unica etapa, podendo até ser realizada em um banho seco.

O desenho dos iniciadores é crucial para a realizagdo de amplificacdo por
LAMP. O software “Primer Explorer” é disponibilizado na pagina da internet

(http://primerexplorer.jp/e/) e auxilia no desenho dos iniciadores, que precisam ser

altamente especificos. As sequéncias para amplificagdo por LAMP incluem um
conjunto de quatro iniciadores: dois externos e dois internos (figuras 5, 6 e 7). Os
dois iniciadores externos sdo descritos como iniciador anterior (F3) e iniciador
posterior (B3) e ttm um papel no deslocamento da fita durante a vertente nao-ciclica
em um passo unico. Os iniciadores internos foram descritos como anteriores (FIP) e
posteriores (BIP), desenhados de tal forma que eles auxiliem na formacgao do ciclo.

O desenho acima mencionado dos quatro tipos de iniciadores é baseado nas
seguintes seis regides distintas da sequéncia alvo: o F3c, F2c, F1c na regiao 3’ e
B1, B2, B3 na regido 5'.

O iniciador FIP consiste da regiao F2 (3’ final), que é complementar a regiao
F2c mais a mesma sequéncia da regiao F1c no final 5’. BIP consiste na regido B2 (3’
final), que é complementar para a regido B2c mais a mesma sequéncia do Blc na
regido no final 5°. O iniciador externo F3 consiste da regido F3, que é complementar
a regidao F3c e o iniciador B3 consiste da regido B3, que € complementar a regiao
B3c (figura 16).
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Figura 16: Representacdo esquematica do desenho dos quatro iniciadores FIP, F3, BIP e B3 que amplificam
seis distintas regiées da sequéncia alvo: F3c, F2c e Flc presentes na extremidade 3’ , e B1, B2 e B3 na
extremidade 5’.

Além disso, os seguintes critérios foram considerados para obter um conjunto
de iniciadores para LAMP com excelente combinacdo de sensibilidade e
especificidade: 1) a quantidade de G e C dos iniciadores deve ser de cerca de 50-
60% e cerca de 40-50% de A e T; 2) Os iniciadores devem ser concebidos de modo
a nao formarem facilmente estruturas secundarias; 3) A distancia entre 5’ final de F2
e B2 devem ser 120-180 pb, e a distancia entre F2 e F3 bem como B2 e B3 deve ser
0-20 pb; 4) A distancia para o lago formando regides (5’ de F2 a 3’ de F1, 5 de B2 a
3’ de B1) deve ser de 40-60 pb.

Na andlise em gel de agarose, as amplificacdes por LAMP revelam uma
escada como padrdo, em contraste com uma Unica banda como observado na
reacdo por PCR. Isto é devido ao resultado final da amplificacdo por LAMP, que
forma as multiplas estruturas que se repetem alternadamente.

A principal caracteristica da amplificacdo por LAMP € a sua capacidade de
amplificar o &cido nucléico em condi¢des isotérmicas, tendo alta especificidade e
eficiéncia de amplificagdo no intervalo de 60°C a 65°C, permitindo a utilizacdo de
equipamentos de reacdo simples e de custo efetivo. A alta eficiéncia de amplificacdo
do LAMP ¢é atribuida a nenhuma perda de tempo em relacdo a mudanca térmica
pelo fato de sua reacdo ser isotérmica. Além disso, a amplificacdo e deteccao do
gene pode ser realizada em uma Unica etapa, por incubacédo da mistura de amostra
de genes, iniciadores, DNA polimerase e substratos a uma temperatura constante.

Ele fornece amplificacéo de alta eficiéncia, amplificando o DNA de 10° & 10% vezes
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em 15-60 minutos (extraido da pégina da internet da empresa Eiken Chemical Co.
Ltd.).

Sua especificidade é extremamente alta porque pode amplificar uma uUnica
sequéncia do genoma humano, discriminando uma diferenca em um Unico
nucleotideo. LAMP é um método de amplificacdo do gene com uma variedade de
caracteristicas e aplicacbes e uma ampla variedade de campos, incluindo o
diagnéstico clinico, o polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) a caracterizacéo e
quantificacdo do DNA (PARIDA et al., 2008).

A sensibilidade e especificidade da amplificacdo por LAMP é atribuida
diretamente aos quatro conjuntos de iniciadores, abrangendo seis distintas
sequéncias do gene alvo que estdo sendo usadas para a amplificacdo. A
amplificacdo s6 ocorre se todos os genes-alvo estiverem disponiveis. Em geral, a
técnica de LAMP foi desenvolvida para ser de 10 a 100 vezes mais sensivel que a
técnica de PCR (HONG et al., 2004; PARIDA et al., 2005).

Além da construcédo dos iniciadores, a adicdo de betaina também foi usada
para evitar a formacdo de estruturas secundéarias durante a fase ciclica da
amplificagéo por LAMP.

A técnica de LAMP mostrou-se eficiente em identificar animais infectados,
com resultados rapidos e de facil reproducdo, podendo ser utilizadas em

diagnésticos de erliquiose canina.

5.3.1- Amplificacdo por LAMP.
A metodologia LAMP amplifica amostras positivas com até 1 fg de DNA

(figura 17), demonstrando uma maior eficiéncia do que a técnica de PCR, como

apresentado na figura 12, onde a amostra s6 foi amplificada até 10 pg de DNA.
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Figura 17: A amostra quantificada em NanoDrop™, mostra um gradiente com a técnica de LAMP, onde pode
se diagnosticar a Erliquiose em ate 1fg de DNA total. 1kb= Marcador de massa molecular INVITROGEN®, CN=
controle negativo (agua). Gel de agarose 1,5%, corado com GelRed - Biotium® e visualizagdo por
transiluminacgao ultravioleta.

Como podemos perceber na figura 17, a técnica de LAMP ndo amplifica as
amostras linearmente, diminuindo a intensidade da banda conforme formos
diminuindo a concentracdo do DNA. Como mostrado na figura 12, este padrdo so
ocorre na técnica de PCR, e isto foi mostrado também nos trabalhos publicados por
LIN et al., (2009), SALEH et al., (2008), KAMACHI et al., (2006), inclusive quando a

técnica foi submetida ao realtime.

5.3.2- Visualizacao da amplificagdo por LAMP a olho nu.

O tubo contendo o produto de amplificacdo pode ser visualizado a olho nu,
pois a reacdo também produz grandes quantidades de ion pirofosfato
levando a um precipitado branco de pirofosfato de magnésio na mistura de reacao.
Dado que o aumento da turbidez da mistura de reacdo em funcédo da producédo de
precipitado se correlaciona com a quantidade de sintese de DNA, as amostras que
se encontram com esse precipitado apresentam positividade de reagdo. O
acompanhamento em tempo real da reacdo por LAMP pode ser alcancado através

da medicdo em tempo real de turbidez (MORI et al., 2001).
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O produto de amplificacdo também pode ser visualizado a olho nu, na
presenca de agentes fluorescentes intercalantes como o PicoGreen®, brometo de
etidio, SYBR Green I, calceina, podendo também ser visto pela iluminacdo com uma
lampada UV (figura 18). Na pratica, apos a amplificacdo por LAMP, foi adicionado a
reacdo 1 pL de PicoGreen® (dsDNA, corante fluorescente intercalante) e pela
observacdo de mudanca de cor pudemos saber se a amostra tinha ou nao sido
amplificada. Em caso de amplificacdo positiva, a cor laranja original da tintura
transforma-se em verde, que pode ser observada em luz natural, bem como a luz
UV (302 nm) (figura 19), como confirmado por KARLESON et al., (1995), IWAMOTO
et al., (2003), PARIDA et al., (2008), SALEH et al., (2008). No caso de ndo haver
amplificacéo, a cor laranja original do corante sera mantido. Esta mudanca de cor &
estavel e, portanto, pode ser mantido para fins de registro, desde que nao figuem
expostas a luz.

Assim, os métodos de andlise da amplificacdo por LAMP demonstram
resultados flexiveis e, portanto, mais sujeita a modificacdo para usar no campo ou

em um laboratério modestamente equipado.

Figura 18: Foram realizadas duas amplificag6es por LAMP com DNA extraidos, um animal contaminado e um
animal ndo contaminado, apés a amplificacdo foi adicionado a reagdo 1 pL de PicoGreen® (conforme
instrugées do fabricante). Estas amostras foram submetidas a luz UV, onde claramente observa-se a
diferenga de cor, sendo que a amostra amplificada brilha na presen¢a da luz UV, e a amostra ndo amplificada
permanece sem brilho.
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Figura 19: Foram realizadas duas amplificacoes por LAMP com DNA extraido, um animal contaminado e um
animal ndo contaminado. Apds a amplificagdo foi adicionado a reagdo 1 puL de PicoGreen® mostrando
claramente a diferenga das cores a olho nu, onde a amplificacdo negativa apresenta a cor laranja e a
amplificagdo positiva apresenta a cor verde.

5.3.3- Diagnostico de Erliquiose sem extracdo do DNA

No presente trabalho foi testada também a utilizacdo de enzimas que nao
necessitam de extracdo do DNA para que possam amplificar as amostras. Este
procedimento foi possivel devido ao uso da enzima Phusion™Flash DNA
polimerase, que € uma enzima hot start, onde no kit encontramos todos o0s
reagentes necessarios para a PCR, exceto o DNA molde e os iniciadores.

A enzima Phusion™Flash DNA polimerase utiliza uma ligacao reversivel com
uma proteina chamada Affibody®. Esta proteina inibe a atividade da DNA polimerase
em temperatura ambiente, impedindo assim a amplificacdo de produtos nao-
especificos. Além disso, a Affibody® bloqueia a atividade da polimerase
exonuclease 3'— 5’, impedindo a degradacdo dos iniciadores e do DNA molde
durante o inicio da reacao.

Segundo informacdes do fabricante a taxa de erro usando Phusion™Flash
DNA polimerase € aproximadamente 25 vezes menor do que se usarmos Thermus
aguaticus (Taq) DNA polimerase e 3 vezes menor do que se usarmos a Pyrococcus
furiosus (Pfu) DNA polimerase.

Devido & natureza da enzima Phusion™Flash DNA polimerase, a

desnaturacao inicial ocorre a temperatura de 98°C por 10 segundos. Por esta

59



enzima possuir elevada termoestabilidade, temperaturas mais elevadas podem ser
utilizadas. Os demais ciclos foram feitos exatamente como aqueles usados na
técnica de PCR convencional, onde inicialmente as amostras foram desnaturadas a
95°C por dois minutos, seguida de uma sequéncia de 50 ciclos repetidos de 15
segundos a 95°C (desnaturacéo da fita de DNA), 30 segundos a 58°C (pareamento
dos iniciadores) e 30 segundos a 72°C (extensao da cadeia).

O protocolo utilizado foi o0 mesmo que o informado pelo fabricante, sendo

mostrado na tabela 8.

Tabela 8: Concentragdo e quantidade dos reagentes empregados na PCR, usando a enzima Phusion™Flash
DNA polimerase para um volume final de 20ul.

Reagentes Concentracéo Volume

H,O (ultrapura autoclavada) - 8,0 uL
Phusion™Flash PCR Master Mix [2X] 10,0 pL
Iniciadores Dsb:15pmol/uL (forward e reverse) 1,0 uL

Canis: 1pmol/uL (forward e reverse)

Amostra de sangue total - 1,0 uL

A técnica de LAMP também foi testada usando a enzima Phusion™Flash
DNA polimerase, a diferenca na reacédo além da temperatura constante de 63°C por
60 minutos ap6s o 98CP° iniciais de 10 segundos, foi o uso dos 4 iniciadores

utilizados na técnica de LAMP (figura 20).
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Figura 20: Gel de Agarose 1,5% corado com GelRed - Biotium® com visualizacdo em transiluminagdo
ultravioleta, mostrando o produto da amplificacido por LAMP, usando a enzima Phusion™Flash DNA
polimerase, sem extragdo do DNA das amostras de sangue total, onde 2 amostras eram positivas para
Erliquiose (1 e 2) e 2 amostras eram negativas (3 e 4), cn= controle negativo (H,0), 1kb= Marcador de massa
molecular INVITROGEN®.
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6- Conclusao

A técnica de amplificacdo por LAMP foi padronizada, avaliada e testada como
uma nova ferramenta para o diagnostico da bactéria Ehrlichia canis. O resultado se
mostrou réapido, podendo ser realizado em 60 minutos, e mais sensivel do que os
meétodos convencionais utilizados no diagnostico da erliquiose.

O padréo utilizado na realizacdo do teste de erliquiose foi a técnica de PCR,
descrito por ANDERSON et al., (1992) e AGUIAR, (2006).

A técnica de LAMP requer apenas um banho seco e, portanto € apropriado
para o diagndéstico rotineiro, em clinicas publicas e privadas, e aplicacdes onde ndo
ha a possibilidade de adquirir equipamentos sofisticados como termociclador e cuba
com acessorio para eletroforese.

Obtivemos excelentes resultados pois diminuimos o nimero de etapas, ndo
sendo preciso realizar a extragdo do DNA, pois utilizamos a enzima Phusion™Flash
DNA polimerase. Além disso a andlise das amostras foi feita juntamente com sua
amplificacdo, pois na reacdo utilizamos o corante fluorescente intercalante
PicoGreen® onde observamos a diferenca de cor na reacdo positiva e negativa
(figura 21).

Etapas do Diagndstico:

Extragﬁo Amplificacdo
Coleta > DNA DNA

Novas Etapas do Diagnostico:

Amplificacdo PCR
Colet
e > DNA > {LAMP

Figura 21: Nesta figura demonstramos claramente a redugdo nas etapas desde a coleta das amostras até a
analise final. Com a utilizacdo da enzima Phusion™Flash DNA polimerase a extragdo é desnecessaria, e a
utilizagdo do corante PicoGreen® permite analisarmos os resultados juntamente com a amplificagdao das
amostras, dispensando o uso do gel de agarose.
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