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1. INTRODUCAO

Ehrlichia canis é uma espécie de bactérias gram-negativas intracelulares
obrigatérias. Esta pode ser encontrada em diversas espécies animais, incluindo
humanos, o que a torna um agente zoonoético (BOUZA-MORA et al., 2017). No
contexto canino, essa bactéria desempenha um papel significativo, pois € a espécie
mais patogénica dentro de seu género. Sua presenca pode levar ao
desenvolvimento de diversos sinais clinicos em cées, como febre, perda de apetite,
reducao de peso, dor articular, alteracées neuroldgicas e distirbios hematoldgicos,
incluindo anemia, trombocitopenia e pancitopenia (PATRICIA; DELZY, 2019).

A ehrlichiose canina é desencadeada por varias espécies pertencentes ao
género Ehrlichia, incluindo E. canis, Ehrlichia Ewingii e Ehrlichia Chaffeensis. Além
destas, existem também Ehrlichia muris e Ehrlichia Ruminantium, que afetam
outras espécies animais de maneira distinta (SOLER-TOVAR, 2020).

A distribuicdo global dessa bactéria € ampla, com excecéo da Nova Zelandia
e Australia. No Brasil, sua presenca foi constatada em todos os estados,
apresentando uma maior incidéncia no nordeste e uma presenca mais reduzida no
sul (NEVES et al., 2014). Em Pelotas, foram realizados dois estudos significativos
sobre a presenca de E. canis. O primeiro, identificou positividade por PCR em
37,1% das amostras (BARCELLOS KRAUSE et al., 2015). O segundo estudo,
realizado por FERRAZ et al. (2021), n&o identificou a presenca de E. canis por meio
de esfregaco sanguineo.

Diversas ferramentas estdo disponiveis para auxiliar no diagnostico desta
doenca, dentre elas, destacam-se o0 esfregaco sanguineo, o0s testes
imunodiagnadsticos e as técnicas moleculares, sendo a PCR considerada o padrao-
ouro para esse diagnoéstico. A PCR sobressai-se por sua capacidade de identificar
o DNA da bactéria, permitindo, também, a identificacdo da espécie, o que a
diferencia de outras técnicas, como o0 esfregaco sanguineo que apresenta
efetividade de apenas 4% na observacdo de moérulas. Além disso, os testes
imunodiagnosticos podem resultar em falsos positivos em cées previamente
afetados, tornando dificil discernir entre doenca prévia e atual, além de apresentar
reacoes cruzadas entre as diferentes espécies de Ehrlichia (AZIZ et al., 2023,
FRANCO; ADAME; DZUL, 2019).



4~ 92 SEMANA , , )
INTEGRADA XXV ENPOS — ENCONTRO DE POS-GRADUACAO
4

OERELS2023

Pelo anterior, o objetivo deste projeto foi investigar a prevaléncia molecular de
E. canis em cdes assistidos no Hospital de Clinicas Veterinaria (HCV) da
Universidade Federal de Pelotas (UFPEL).

2. METODOLOGIA

Este estudo foi realizado entre os meses de maio e dezembro de 2022 no
HCV/UFPEL, localizado no Campus Capédo do Ledo da UFPEL, no estado Rio
Grande do Sul, com uma altitude de 21 metros sobre o nivel do mar, com
temperatura média de 24,9 °C nos meses de novembro, dezembro, janeiro,
fevereiro, margo e abril, e em meses como maio, junho, julho, agosto, setembro e
outubro, temperaturas de 18,4 °C.

Coletou-se um total de 95 amostras de sangue por puncao venosa em tubos
com EDTA. Imediatamente apés a coleta, as amostras foram levadas ao
Laboratorio de Biologia Molecular Veterinaria (LaBMol-Vet) para extracdo de DNA,
utiizando o kit comercial PetNAD™ Nucleic Acid Co-Prep (GeneReach
Biotechnology Corporation, Taichung City, Taiwan R.O.C), conforme instrugbes do
fabricante. Apdés avaliar a pureza e a concentracdo em espectrofotbmetro
NanoDrop® (Life Technologies Brasil LTDA, Sdo Paulo, SP, Brazil), assim como a
degradacdo mediante eletroforese em gel de agarose a 1-5%, o produto foi
armazenado a -20 °C.

A PCR foi padronizada segundo estudos de outros autores (ALVES,
LUCIANO: GUIDO, 2006; DUARTE; PARENTE; LINHARES, 2013). Dessa
maneira, foi utilizado o gene de 16S rRNA, o qual pode ser especifico para género
e espécies, mediante Nested PCR, a depender dos oligos utilizados na reacao
(Tabela 1).

Tabela 1. Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados para amplificacdo do
fragmento-alvo 16S rDNA.

Primer Sequéncia Sentido Peso
molecular
1°reacdo EBR6 (5-CGA ACG CTG GCG GCA AG-3) 840 bp
EBR5 (5-GGA GTG CTT AAC GCG TTA G-
3)
2°reacdo EBR1 (5-CCT CTG GCT ATA GGA AAT 765 bp
TG-3)
EBR5 (5-GGA GTG CTT AAC GCG TTA G-
3)

A Nested PCR foi desenvolvida utilizando o GeneAmp PCR System Termal
Cycler (PerkinElmer, Norwalk, CT, USA). Sendo a primeira reacdo género-
especifica, apés uma desnaturacdo de 94 °C por 2 minutos, o programa de
amplificacéo foi de 40 ciclos 94 °C durante 30 segundos, 53 °C durante 30
segundos, e 72 °C durante 1 minuto com uma extensao final de 5 minutos a 72 °C,
assim como a segunda reacdo espécie-especifica que teve as mesmas
temperaturas durante as diferentes etapas com a diferenca da amplificacdo que
tem uma duracéo de 35 ciclos.

Os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% com
brometo de etidio (10 pg/mL). O peso molecular foi determinado pela comparacao
com o marcador de peso molecular Marker ladder 100 pb (Ludwig Biotecnologia®,
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Alvorada, RS, Brasil). Foi utilizada uma amostra DNA controle positivo e como
controle negativo da reacéo, utilizou-se agua ultrapura.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo de maio a dezembro de 2022, um total de 95 amostras
foram analisadas utilizando Nested PCR, resultando em uma prevaléncia molecular
de 16,84% (16/95) de E. canis. A amplificagdo do gene produziu um amplicon de
840 pb para o género-especifico e 765 pb para a espécie E. canis.

Dos caninos coletados, 49 foram femeas e 45 foram machos, com idades
entre 1,1 e 15,8 anos para fémeas e 0,8 a 16,6 anos para machos, com idades
médias de 8,27 + 3,85 anos e 7,82 * 4,34 anos, respectivamente. A faixa de idade
para os animais avaliados foi de 0,8 a 16 anos. Sobre os animais positivos, o padrao
de idade foi de 7,86 = 4,34 anos, sendo que 0s positivos se encontram entre 1 e
15,8 anos.

No Rio Grande do Sul, a prevaléncia de E. canis foi investigada usando
imunocromatografia, resultando em uma prevaléncia de 4,8% (SAITO et al., 2008).
Em Pelotas, estudos tém empregado esfregaco sanguineo, teste de anticorpos
fluorescentes indiretos (IFI) e PCR para avaliar a presenca de E. canis
(BARCELLOS KRAUSE et al.,, 2015; FERRAZ et al., 2021). Este estudo atual
representa a primeira tentativa de examinar a prevaléncia molecular de E. canis em
Regido Sul, RS, contribuindo para nossa compreenséao da distribuicdo da doenca.

Apesar da relevancia de E. canis como patdégeno no Rio Grande do Sul, ha
uma escassez de estudos de prevaléncia. A importancia do patégeno aumentou
devido ao seu potencial de infectar seres humanos, conforme documentado na
literatura (STIVAL et al., 2021). Notavelmente, foram encontradas cepas de E. canis
idénticas as que afetam os humanos em céaes brasileiros (EDWARD HUERTO-
MEDINA, 2015), destacando a necessidade de investigar a presenca, a distribuicéo
e a prevaléncia desse agente.

4. CONCLUSOES

A prevaléncia molecular de 16,84% encontrada neste estudo superou 0s
achados anteriores de prevaléncia soroldgica por Saito et al. (2008) no Rio Grande
do Sul. Essa variacédo pode ser atribuida as diferencas entre as técnicas utilizadas,
ao ambiente de hospital veterinario do estudo, onde os caes séo frequentemente
diagnosticados e tratados para véarias doencas.Entretanto, destaca-se a
importancia deste estudo pela utilizacdo da PCR, como sendo um teste direto e,
portanto, indicando que estes animais sdo portadores do agente, atuando como
fontes de infeccéo.
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