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1. INTRODUCAO

A Ehrlichia canis é a responséavel pela erliguiose monocitica canina (EMC),
doenca considerada endémica principalmente nas areas urbanas. Sdo cocobacilos
gram-negativos, de vida intracelular obrigatéria (SILVA, 2006), de células
hematopoiéticas maduras ou imaturas, especialmente do sistema fagocitario
mononuclear, tais como mondcitos e macréfagos, e para algumas espécies,
neutroéfilos e células endoteliais (AGUIAR, 2006).

A infeccado dos hospedeiros vertebrados por E. canis ocorre quando carrapatos
infectados se alimentam e sua secre¢do salivar (ALMOSNY, 2002) infectada com
erliquia é inoculada no local da picada (DAGNONE et al., 2001). O periodo de
incubacdo da EMC € de 8 a 20 dias; a doenca apresenta trés fases: aguda,
subclinica e crénica (DAGNONE et al.,2001). O diagnéstico é realizado através de
esfregacos sanguineos, métodos sorologicos ou reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) (ANDEREG & PASSOS, 1999).

As espécies de E. canis podem ser transmitidas para o homem pelo carrapato
da espécie Rhipicephalus sanguineus (RAMOS, 2005). Recentemente E. canis, foi
descrita como sendo capaz de causar doenca grave em humanos, com casos de
Obito principalmente em criancas e idosos (ALMOSNY, 2002).

A proteina gp 19 é um importante antigeno imunodominante, pois induz rapida
resposta imunoldgica nos cées. A similaridade entre as amostras geograficamente
distintas sugere que a proteina gpl9 possa ser usada para ensaios de




imunoenzimaticos de diagnostico, bem como em programas vacinais (AGUIAR,
2008).

Este estudo teve como objetivo clonar e expressar a glicoproteina 19 de
Ehrlichia canis para ser utilizada como imunobiologico, na deteccéo rapida e precisa
desta doenca.

2. MATERIAL E METODOS

O estudo esta sendo realizado no Laboratério de Parasitologia Molecular e
Imunologia do Departamento de Microbiologia e Parasitologia na Universidade
Federal de Pelotas.

As amostras de sangue dos cédes serdo obtidas na soroteca do Laboratério de
Parasitologia.

O gene gp 19 foi amplificado pela reacdo da polimerase em cadeia (PCR)
utilizando oligonucleotideos iniciadores (E.c pl9 F, 5-
GTTACACGTTCAAAATCATGG-3'.., e E.c pl19 R, 5’-
ATTCTTACGCACAATCACAAC-3'...) previamente descritos (MC BRIDE et al.,
2007). Posteriormente, o produto da PCR foi clonado em vetor TOPO 2.1
(Invitrogen™) e digerido com as enzimas de restricdo e purificado com o kit GFX
(GE Healthcare, USA), ap6s foi clonado no vetor pAE e inserido em Escherichia coli
TOP 10 competente por eletroporacdo. A triagem das colonias foi feita com fenol
cloroférmio segundo JOUGLARD et al.(2002). Os clones recombinantes foram
repicados e os plasmideos extraidos conforme SAMBROOK & RUSSEL (2001).

Dos clones identificados extraiu-se o plasmidio, o qual foi digerido com as
enzimas de restricdo para comprovar a presenca do inserto. Apos selecdo dos
clones recombinantes contendo o gene ligado ao vetor, este sera purificado e
inserido por eletroporagéo na cepa de expressao E. coli BL21 (DE3) pLysS, cultivado
e induzido para expressar a proteina gpl9. A proteina sera concentrada, purificada,
quantificada e utilizada como antigeno em um teste de ELISA.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 1 apresenta a amplificacdo do gene gpl9 por reacdo da polimerase em
cadeia (PCR), este gene possui um tamanho aproximado de 600pb.
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Figura 1 : Bandas, na altura de 600 pb, mostrando a amplificacdo do gene gp19 de
Ehrlichia canis

A figura 2 apresenta a digestéo realizada com as enzimas de restricdo, Pstl e
EcoRI, mostrando a liberagdo do inserto e com isso confirmando a presenca do
mesmo.
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Figura 2: Digestdo do gene gpl9 de Ehrlichia canis do vetor pAE. 1: Marcador de
peso molecular 1KB, 2: pAE com o inserto ndo digerido e 4: pAE digerido com a
liberacdo do inserto.

O sequenciamento genético foi realizado neste trabalho confirmando a insercao
do gene gp1l9, no vetor.

Trabalho anterior desenvolvido por outro autor (McBRIDE et al., 2007); ja havia
demonstrado a eficiéncia das técnicas moleculares aplicadas a clonagem do gene
gpl19 e sua utilizagcdo como diagndstico especifico de E. canis, a partir de amostras
de DNA, porem os primer utilizados por estes autores sao diferentes dos nossos,
nao havendo entdo possibilidade de comparacéo.



4. CONCLUSAO:

Houve a amplificacdo do gene gpl9, bem como sua transformacdo, com isso
obtivemos a clonagem do gene gpl19 de Ehrlichia canis.
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