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RESUMO

A Ebhrlichia canis € uma doenca muito importante quando o assunto € saude
veterinaria, pois, em hospitais veterinarios a recorréncia de diagndstico dessa doenca
é alta, figurando entre as enfermidades mais graves que acometem os caes. Por esse
motivo o presente projeto focou em implementar um método para deteccdo de DNA
de diversas cepas da Ehrlichia spp. através da PCR (reacdo em cadeia da polimerase)
em amostras de carrapatos R. sanguineus sensu lato. Além disso, foi avaliado a
presenca de Ehrlichia spp. em carrapatos de regides do Cerrado. Para que isso fosse
possivel, foram testadas algumas amostras extraidas de carrapatos da regiao de
Cumari, Goias. Houve também a extracdo a partir de uma amostra sanguinea
disponibilizada pelo Hospital Veterinario (HV). Para a PCR, inicialmente houve o
embasamento em artigos cientificos para selecao de primers, posteriormente foram
feitas algumas modificacfes em suas sequéncias para aumentar a gama de deteccéo
das diferentes espécies de Ehrlichia spp. Os resultados encontrados foram distintos
ao que esperavamos. Apesar deles demonstraram que as amostras utilizadas da
regido de Cumari ndo continham o patogeno, pois ndo houve amplificacédo, a banda
amplificada nas duas ultimas PCR foi de amostras distintas. Desse modo, 0s
resultados esperados somente seriam alcangados caso houvesse um maior nimero

de extracoes.

Palavras-chave: Ehrlichia canis, erliquiose, PCR, R. sanguineus.




ABSTRACT

Ehrlichia canis is a very important disease when it comes to veterinary health, because
in veterinary hospitals the recurrence of diagnosis of this disease is high, being among
the most serious diseases that affect dogs. For this reason, the present project focused
on implementing a method for DNA detection of several strains of Ehrlichia spp. by
PCR (polymerase chain reaction) in samples of ticks R. sanguineus sensu lato. In
addition, the presence of Ehrlichia spp. in ticks from Cerrado regions. To make this
possible, some samples extracted from ticks in the region of Cumari, Goias were
tested. There was also extraction from a blood sample provided by the Veterinary
Hospital (HV). For PCR, initially there was a basis in scientific articles for the selection
of primers, later some modifications were made in their sequences to increase the
detection range of different species of Ehrlichia spp. The results found were different
from what we expected. Although they showed that the samples used from the Cumari
region did not contain the pathogen, as there was no amplification, the amplified band
in the last two PCRs was from different samples. Thus, the expected results would only

be achieved if there were a greater number of extractions.

Key words: Ehrlichia canis, ehrlichiosis, PCR, R. sanguineus.
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1 INTRODUCAO

Carrapatos sdo artropodes altamente especializados em alimentar-se de sangue de
vertebrados e podem atuar como vetores biolégicos sendo 0os mais importantes para
animais e o segundo em importancia para os seres humanos (BALASHOV 1972). A
ocorréncia de patdgenos pode afetar ndo s6 a abundancia como também a
distribuicdo de animais e nas Ultimas décadas o impacto das doencas nas populagdes
de espécies selvagens de vida livre tem chamado a atencdo dos profissionais
envolvidos na area da conservagdo (MCCALLUM & DOBSON, 1995; MURRAY et
al., 1999; WOODROFFE 1999; CLEAVELAND et al. 2007).

1.1 Doengas transmitidas por carrapatos

Dentre as patogenias mais comuns transmitidas por carrapatos, podemos citar a
riguetsiose causada por Rickettsia rickettsii, sendo a enfermidade mais prevalente no
Brasil, onde seus primeiros relatos datam da década de 30. (DIAS 1939; PIZA 1993).
As espécies de maior importancia na transmissdo da doenca no Brasil sdo os

carrapatos Amblyomma sculptum, Amblyomma aureolatum (FILHO, 2017).

A Ehrlichia spp. também possui um enorme destaque em diagnéstico de doencas
transmitidas por carrapatos. Ela € uma bactéria intracelular obrigatoria de células
hematopoiéticas maduras ou imaturas, em especial do sistema fagocitario
mononuclear (DUMLER et al., 2001) e que pertencem a familia Anaplasmataceae
(ANDEREG; PASSOS, 1999). O género Ehrlichia compreende atualmente cinco
espécies descritas na literatura de bactérias gram negativas, pertencentes a familia
Ehrlichiae: Ehrlichia canis, E. chaffeensis, E. ewigii, E. muris e E. ruminantium
(DUMLER et al., 2001; MENDONCA et al., 2005; NAKAGHI et al., 2008).

A Ebhrlichia chaffeensis, constitui-se como uma bactéria zoondtica gram-negativa
intracelular muito encontrada na regido da América do Norte e que é mantida em um
ciclo complexo envolvendo cervos de cauda branca da espécie Odocoileus virginianus

como reservatério primario e o carrapato Amblyomma americanum atuando como



vetor primario (YABSLEY, 2010). Inicialmente, foi descrita em abril de 1986, quando
um meédico residente observou no material sanguineo periférico de um homem
gravemente doente algumas inclusdes intracitoplasmaticas peculiares em varios
mondcitos. O paciente descreveu mdltiplas picadas de carrapato ocorridas
aproximadamente 2 semanas antes, durante uma visita a uma area rural no norte do
Arkansas (MAEDA, 1987; FISHBEIN, 1990). Apos o isolamento do microrganismo
presente nos monacitos, foram desenvolvidos ensaios moleculares para diagnostico
(ANDERSON et al., 1992) e novos casos puderam ser descritos (ANDERSON et al.,
1991; FISHBEIN et al., 1994). Isso contribuiu para descricdo da E. chaffeensis, uma
nova espécie causadora dessa zoonose com teor de moderado a grave (PADDOCK
AND CHILDS, 2003).

A Ehrlichia ruminantium é uma espécie bastante estudada também nas regides
africanas. Causadora da doenca conhecia como driose bovina em bovinos, ovinos,
caprinos e algumas espécies de ruminantes silvestres (ALLSOPP, 2010). O periodo
médio de incubacgdo descrito em animais suscetiveis € de menos de 2 semanas
(VANDE PYPEKAMP & PROZESKY, 1987). O gado adulto tem uma taxa de
mortalidade de até 82% (DU PLESSIS E MALAN, 1987b).

Outra espécie recém-descoberta € a Ehrlichia minasensis (ZWEYGARTH et al., 2013;
CABEZAS-CRUZ et al.,, 2016). Ha uma semelhanca morfolégica com a E. canis
entretanto apds a coleta em carrapatos fémeas no Brasil de Rhipicephalus microplus
(CABEZAS-CRUZ et al.,2012; ZWEYGARTH et al., 2013) observou-se que era uma
nova espécie e por isso, sua descricao foi realizada a pouco tempo.

1.2 Ehrlichia canis

No Brasil, a espécie mais estudada é a Ehrlichia canis, responséavel pela erliquiose
monocitica canina (EMC), doenca considerada endémica em regides urbanas e
também em zonas rurais, por caracterizarem-se como regiées que abrigam grandes
populacdes do carrapato vetor, Rhipicephalus sanguineus sensu lato (LABRUNA &
PEREIRA, 2001). O primeiro relato da presenca de E. canis, no Brasil, ocorreu em
Belo Horizonte, Minas Gerais, por Costa et al. (1973).



A patogénese envolve trés fases consecutivas: a) aguda, b) subclinica e c) crénica. A
apresentacao da sintomatologia clinica pode variar, de acordo com as fases, sendo
com frequéncia observada letargia, anorexia, febre, linfoadenomegalia,
esplenomegalia, trombocitopenia, disturbios hemorragicos e o aumento exarcebado
de imunoglobulinas no sangue (HARRUS et al., 2002). A fase aguda tem duracao de
duas a quatro semanas, sendo durante esse periodo a multiplicacdo do
microrganismo. Apés esse processo, as células infectadas sdo levadas pela
circulacdo sanguinea para outros 6rgaos, promovendo vasculite que posteriormente
ocasionara a destruicdo periférica das células-alvo, ou o sequestro das mesmas,
levando a uma trombocitopenia e leucopenia (BUHLES et al.,1975). A fase subclinica
apresenta sintomas brandos, podendo ocorrer leve perda de peso. E nesta fase que
se observa alta concentracdo de anticorpos para E. canis no sangue dos caes
infectados (JAIN, 1993). Ao final da fase subclinica, inicia-se a fase crénica devido a
ineficicacia do sistema imune do animal. Os sintomas s&do graves, apresentando
pancitopenia, glomerulonefrite, hemorragias e aumento da suscetibilidade as
infeccbes secundarias (ANDEREG; PASSOS, 1999). Essa fase assume as
caracteristicas de uma doencga autoimune (MENDONCA et al., 2005).

1.3 Rhipicephalus sanguineus sensu lato

A transmissdo de E. canis ocorre através do repasto sanguineo do carrapato
Rhipicephalus sanguineus s.l. infectado, o qual se infecta através da picada de um
animal atuando como hospedeiro e transmite a bactéria por via transestadial
(ANDEREG; PASSOS, 1999; BREMER et al., 2005), O vetor adulto pode transmitir a
doenca por mais de 155 dias ap6s desprendimento do hospedeiro (ISOLA et al. 2012).

1.4 Diagnéstico

O diagnostico da erliquiose canina pode ser realizado através da presenca de mérulas
nos leucocitos parasitados encontrados na avaliacdo de esfregagos com amostra
sanguinea (MACHADO, 2004; MOREIRA et al., 2005; NAKAGHI et al., 2008), por
testes envolvendo a biologia molecular como a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) (CASTRO et al., 2004; ALVES et al., 2005; NAKAGHI et al., 2008). Uma opc¢ao
é 0 teste sorologico do tipo ELISA, ou a técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI)
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de anticorpos (RISTIC et al., 1972; ORIA, 2001; CASTRO et al., 2004; NAKAGH],
2004; NAKAGHI et al., 2008). Na presente ocasido, selecionamos o teste de Biologia
Molecular, a PCR.

O objetivo entéo, foi realizar uma PCR para deteccao de diversas cepas de Ehrlichia

spp. advindas de carrapatos e amostra biolégica.

2 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

O objetivo deste projeto é facilitar o diagndstico de distintas espécies da bactéria
Ehrlichia através de um Unico teste. Optamos por uma Nested-PCR devido ao
aumento de sensibilidade que esse teste de biologia molecular recebe quando é

realizado dessa maneira.

Apesar do fato de haver varios testes relacionados ao diagnostico da Ehrlichia spp. o
uso de um teste com alta confiabilidade de mercado e que representasse um
diagnostico preciso e distintivo entre espécies seria extremamente interessante e bem

visto pela area da saude.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Locais de coleta

As coletas de carrapatos foram realizadas no municipio de Cumari regido do Limoeiro
(18°15’S,48°09’'W), que se encontra em uma area de transicdo entre os biomas
Cerrado e Mata Atlantica e possui clima tropical. E considerada uma area de “alta
prioridade” para a conservacdo da biodiversidade. Essa regido esta localizada no
sudoeste de Goias e abrange propriedades criadoras de gado (Bos taurus indicus).
Houve coleta também em uma reserva natural (17 ° 46'S e 48 ° 39'0) a 77 km de
Cumari, no Parque Estadual da Serra de Caldas Novas (PESCAN), Estado de Goias.
Esta reserva tem 12.500 ha, com clima similar a regido do Limoeiro, mas com
resquicios de vegetacao do bioma Cerrado (SANO & ALMEIDA, 1998).
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A escolha dessa regiao deve-se ao fato de estar inclusa no Programa de Conservacéo
Mamiferos do Cerrado, coordenado pelo docente da Universidade Federal de Goias,
MSc. Frederico Gemesio Lemos, cujo projeto definiu os pontos de amostragem
coincidentes com &reas utilizadas por canideos selvagens: raposa do campo
(Lycalopex vetulus), cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) e lobo-guara (Chrysocyon

brachyurus).

Uma amostra de material sanguineo de cdes domésticos advinda do hospital
veterinario da UFU (HV) também foi disponibilizada para extracdo. Trata-se de uma

amostra bioldgica extraida de um canideo sabidamente positivo para Ehrlichia spp.

3.2 Método de captura dos canideos

A coleta de animais obteve a aprovacéo pelo Comité de Etica de Utilizagdo Animal
(CEUA) da Universidade Federal de Goias (UFG; processo numero 086/14) e pela

Universidade Federal de Uberlandia (UFU; processo numero 089/14).

Os animais selvagens foram entdo capturados em armadilhas de gaiola localizadas
estrategicamente em pontos observados previamente como sendo uma parte do
caminho feito pelas espécies estudadas e entéo, foi realizada a coleta de carrapatos

para extracao.

Diferentemente dos selvagens, os caes domeésticos estudados foram contidos
manualmente devido ao fato de possuirem o comportamento menos arisco. Foi
entdo realizada a inspecao visual e a coleta ocorreu manualmente durante o periodo

de aproximadamente 10 minutos.

Os carrapatos coletados foram acondicionados em frascos individuais identificados

por carnivoro ou por cao e transportados para o Laboratério de Ixodologia.
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3.3 Identificagdo de carrapatos

Carrapatos adultos e ninfas foram identificados de acordo com chaves dicotdbmicas
descritas anteriormente (MARTINS et al. 2010; ONOFRIO et al. 2006) e por
comparacao fenotipica com a colecdo de referéncia do Museu de Carrapatos do
Laboratorio de Ixodologia da UFU (LABIX).

3.4 Extracao de amostra biol6gica

A extracao do material genético ocorreu regida pelo protocolo do kit Wizard® Genomic
DNA Purification (disponivel em:

https://www.promega.com.br/resources/protocols/technical-manuals/O/wizard-

genomic-dna-purification-kit-protocol

Para extragdo da amostra biolégica sanguinea sabidamente positiva para Ehrlichia
spp. foi feita a separacao de 10 ul desse fragmento em um eppendorf e 30 ul no
segundo gerando um limiar de concentragdes. A primeira etapa segundo o protocolo
Wizard® Genomic DNA Purification foi realizar a lise das células e nucleos através da
adicao de 600 pl da Nucley Lysis Solution refrigerada e homogeneizagao em vortex
por 10 s. Apds esse procedimento, foi feita a incubagdo em banho seco durante 15
minutos na temperatura de 65°C e posteriormente, ocorreu a adigao de 200 pl de
Protein Precipitation Solution. O microtubo passou entdo por resfriamento em gelo
durante 5 minutos e logo apds por centrifugagao a 14.000 x g por 4 min na temperatura
de 24°C. Houve entao a transferéncia do sobrenadante para outro microtubo e adicao
de 600 pl de isopropanol. Realizou-se entdo um novo processo de centrifugagéo
seguindo o mesmo parametro, durante 1 minuto. O sobrenadante foi entéo
descartado, pois o pellet j4 havia sido formado nessa ultima centrifugacao.
Posteriormente, foi realizado o processo de lavagem com 600 ul de alcool 70% que
fora entdo descartado. Desse modo, houve a secagem durante o periodo de 5 minutos
e por fim o acréscimo de 30 ul de TE mod e para solubilizagdo do DNA. A amostra foi

estocada no freezer a -20°C para uso nos préoximos passos do experimento.


https://www.promega.com.br/resources/protocols/technical-manuals/0/wizard-genomic-dna-purification-kit-protocol
https://www.promega.com.br/resources/protocols/technical-manuals/0/wizard-genomic-dna-purification-kit-protocol
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Outra extragdo ocorreu posteriormente de acordo com Sangioni et al, 2005. Essa
iniciou-se com 150 ul de sangue, posteriormente foi adicionado 450 ul de GT, houve
entdo a repeticdo entre deixar descansar e colocar no vortex. O proximo passo foi
adicionar 100 pl de cloroférmio,foi entdo colocado no vortex, centrifugar a 12.000 rpm
por 5 minutos, transferir 400 ul da fase aquosa para outro eppendorf contendo 600 pl
de isopropanol, foi entado realizada a centrifugagcdo a 12.000 rpm por 15 minutos e
desprezado o sobrenadante. Apos o descarte, houve a adicdo de 800 pl de etanol
70% e o procedimento na centrifuga foi repetido dessa vez, durante 10 minutos. Houve
o descarte do sobrenadante e apdés secagem do pellet, este foi ressuspendido com

TE modificado. A amostra foi entdo armazenada a -20° para uso no congelador.

3.5 Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR)

As amostras extraidas foram submetidas a reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
com o primer dsb com o intuito de amplificar as ligagdes dissulfidicas que a bactéria
tem. Foi entédo realizado o alinhamento de sequéncias utilizando o sistema Blast da
NCBI (disponivel em https://blast.ncbi.nim.nih.gov /Blast.cgi).

Os primers selecionados foram o dsb 330, dsb 728 (Doyle et al. 2005) e dsb 380
(Almeida et al. 2013). Entretanto, foram feitas algumas modificacées para que a
producdo destes fosse solicitada, objetivando a otimizacdo na sensibilidade da
deteccado Ehrlichia spp. nesta PCR. Desse modo, foi inserido no codigo genético do
dsb 728 uma sequéncia do T7t e na sequéncia do dsb 380 foi incorporada o T7p.

Essas amostras encontram-se na tabela 1.
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12 PCR 2¢ PCR

D5B-330 -=.. t7P DSB 380m >

< T7t DSB728m
<

FIG. 1: PRIMERS UTILIZADOS NA REAGAO DE SEMI-NESTED PCR.
FONTE: IMAGEM AUTORAL

Gene Primers Foward (f) & Reverse (r) Sequéncia 5’ - 3’
Dsh dsb 330 (f) GAT GAT GTT TGA AGA TAT
SAA ACA AAT (Doyle et al.
2005)
T7t -DSB-728 mod (r) GCT AGT TAT TGC TCA GCG
GCT GCT CRT CTATTTTACTTC
TTAAAGT
T7pDSB 380 mod (f) TAATAC GACTCA CTATAG

GGATTT TTAGRG ATTTTC
CAATACTTIG G

Tabela 1. Primers usados em ensaios de PCR para amplificar genes de Ehrlichia spp.

A PCR escolhida foi a semi-Nested PCR, j& que na segunda PCR apenas um dos
primers € trocado. Esse tipo de PCR é caracterizado por ofertar uma maior
especificidade e eficacia da reacdo. Neste tipo, 0 segmento genémico é amplificado
primeiro de forma abrangente, posteriormente, utilizando este primeiro produto, na

segunda PCR ocorrera a amplificacdo de uma sequéncia-alvo.



15

A PCR foi realizada sob as seguintes condicfes. Primeiro foi feita a mistura e
distribuida em cada tubo de PCR a quantidade de 23 pL e mais 2 pL das amostras de
DNA das quais se esperavam a amplificacdo. As amostras foram entdo levadas até o
termociclador que foi configurado do seguinte modo:

e 95°C por 5min

e 35ciclos de: 94°C por 30 s
e 49°Cpor30s

e 72°C por 1 min

e 72°C por 7min

o 4°Cw

Os tubos foram estocados no freezer.

Amplicon da 12 PCR: 428 pb

A segunda PCR foi entao preparada através de uma nova mistura, sendo transferido
24 uL para os microtubos de PCR e mais 1 yL das amostras da 12 PCR. Essas
amostras passaram por diluicdo 1:10 pois inicialmente no gel de agarose realizado
elas demonstraram um arraste de DNA. Na diluicdo 1:10 coloca-se 9 pL de 4gua na
guantidade de tubos de acordo com a PCR e mais 1 pL das amostras. Apos a mistura

entre esses dois 1 UL dessa amostra foi pipetado na mistura 2.

A 22 PCR ocorreu entao sob as seguintes condi¢des:

e 95°C por 5min

e 35ciclos de: 94°C por 30 s
e 54°Cpor30s

e 72°C por 1 min

e 72°C por 7min

o 4°Cw

Amplicon da semi-NESTED PCR: 376pb


https://fsymbols.com/pt/signos/infinito/
https://fsymbols.com/pt/signos/infinito/
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FIG. 2: ESQUEMA DE UMA REAGAO DE SEMI-NESTED PCR.
FONTE: IMAGEM AUTORAL

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizados alguns testes de PCR, contendo os primers DSB-330, T7t -DSB-728
mod e T7pDSB 380 mod.

Inicialmente selecionamos um controle negativo. Os outros 5 compostos serviriam
como controle positivo para testar a extracdo, sendo respectivamente representados
por:

e T1= controle negativo (amostra com agua destilada utilizada para biologia

molecular);

e T2=amostra biol6gica DNA 1 extraido em 04/05/2021;

e T3= amostra biol6gica DNA 2 extraido em 04/05/2021;

e T4=amostra biolégica DNA 1 +H20 destilada utilizada para biologia molecular;

e T5= amostra biolégica DNA 2 +H20 destilada utilizada para biologia molecular;

e T6= amostra biol6gica DNA 3, extraido em 16/02/2022.
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A amostra de DNA 1 e 2 foram extraidas da amostra sanguinea sob o protocolo da
Promega, enquanto a extracdo do DNA 3 foi realizada sob o protocolo presente em
Sangioni et al. 2005. As amostras contendo a terminacgéo “N” sdo as da semi-NESTED
PCR

PM  T1 T2 T3 T4 5 TIN T2N  T3N TAN TSN

FIG. 3:TESTE DE PCR EM GEL DE AGAROSE.
FONTE: IMAGEM AUTORAL

O resultado demonstrou algumas bandas com arraste de material genético. Na
tentativa de solucionar o problema do arraste foi entdo feita a tentativa de diluicdo dos

préximos experimentos.

Uma nova tentativa de repeticdo do experimento foi entdo realizada, por meio da
diluicdo 1:10. Esse método funciona através da pipetagem de 9 pl de agua mais 1 pl
de amostra da primeira PCR em 4 eppendorfs respectivamente e apds mistura, €
colocado na segunda mistura que posteriormente servira para o processo de semi-
NESTED PCR.

Nessa ocasido usamos apenas 4 eppendorfs para realizacdo da PCR e utilizamos um

controle negativo a mais para testar as extracdes feitas no dia 04/05/2021.
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PM TIN TIN  T2N T3N

FIG. 4. TESTE DE PCR EM GEL DE AGAROSE.
FONTE: IMAGEM AUTORAL

Nessa semi-NESTED PCR o teste se demonstrou como falho pois o tamanho das
bandas dos controles positivos ndo estiveram de acordo com a Amplicon da semi-
NESTED PCR de 376pb. Além disso, 0 espacamento entre as amostras ocorreu por
um erro de execucéo, tendo em vista que 0s compostos pipetados nos po¢os proximos
ndo decantaram e entdo houve a pipetagem com um maior distanciamento entre as

amostras. Por esses motivos, optamos por realizar uma nova tentativa.

Durante essa nova tentativa foi feita uma terceira extracdo da amostra biologica
sanguinea representada por T6. Essa extracdo ocorreu sob o protocolo de Sangioni
et. al. 2005.
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PM T1 T2 T3 T6 TIN T2N T3N T6N

FIG. 5:TESTE DE PCR EM GEL DE AGAROSE.
FONTE: IMAGEM AUTORAL

O resultado dessa vez foi proximo ao esperado ja que o Amplicon da semi-NESTED
PCR se aproximou de 376 pb, porém precisavamos confirmar se esse seria mesmo o
NOsSso controle positivo e entdo outra repeticdo ocorreu utilizando as extracdes feitas
na regido de Cumari.

Essa PCR contou entdo com 5 compostos extraidos tiveram sua origem a partir de
amostras de carrapatos provenientes do municipio Cumari e mais 0s outros 3
compostos extraidos da amostra bioldgica sanguinea sabidamente positiva para
Ehrlichia spp.

Os compostos advindos da regidao de Cumari foram identificados da seguinte forma:
e T7:CT(C4) +H20 destilada utilizada para biologia molecular;
e T8: CB 02 +H20 destilada utilizada para biologia molecular;
e T9: LV06 +H20 destilada utilizada para biologia molecular;
e T10: CT16 +H20 destilada utilizada para biologia molecular;

e T11: CT 02 +H20 destilada utilizada para biologia molecular.

Em que, respectivamente:
e CT= Cerdocyon thous ou cachorro do mato

e CB = Chrysocyon brachyurus ou Lobo-Guara
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e LV= Lycalopex vetulus ou Raposinha

Nomenclatura Espécie de carrapato Data de extracao
CT(C4) A. sculptum 17/03/2016
CBO02 A. sculptum 17/03/2016
LV06 R. microplus 17/03/2016
CTi16 A. sculptum 17/03/2016
CT02 A. sculptum 17/03/2016

Tabela 2. Amostras da regido de Cumari, Goias, utilizadas para amplificacdo em gel de agarose.

PM TIN T/IN T8N TON TION  THIN  T2N T3N TAN

FIG. 6:TESTE DE PCR EM GEL DE AGAROSE.
FONTE: IMAGEM AUTORAL

O resultado, ndo demonstrou nenhuma banda relativa as extracdes realizadas no
municipio de Cumari o que era esperado, pois essas amostras haviam sido descritas

como negativas para Ehrlichia spp. Apenas a banda advinda da extracdo do dia
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16/02/2022 apareceu, enquanto na PCR anterior ela ndo havia aparecido, tornando o

resultado inconclusivo.

5 CONCLUSAO

O que ficou explicito nesse projeto foi que muito provavelmente com mais amostras
de DNA de carrapatos haveria a obtencédo de um resultado préximo ao esperado que
seria a amplificagdo com tamanho aproximado de 376pb. As amostras escolhidas da
regido de Cumari, Goias, demostraram o resultado esperado pois ndo amplificaram e
essas amostras haviam sido reconhecidas anteriormente como negativas para

Ehrlichia spp.

Por isso, acredito que tivemos um resultado promissor no desenvolvimento de um

método que possibilite a detec¢do de variadas cepas de Ehrlichia spp.
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