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Padronizacao de técnica de PCR para diagnéstico
de infeccdes por Babesia Bovis

Leonardo Guedes de Andrade'; Robert Domingues?; Claudia Cristina Gulias Gomes?®

O esfregaco sanguineo de camada delgada é o método convencional para
diagnéstico de infeccOes de bovinos por Babesia bovis. Apesar de facil
execucao e baixo custo, a sensibilidade da técnica é maior na fase aguda da
doenca. Este trabalho teve por objetivo padronizar técnica de PCR para
deteccao de infeccdes em situacdes de baixa parasitemia. Foram coletadas
amostras de sangue da cauda, jugular e orelha de quatro vacas holandesas,
com quadro clinico para tristeza parasitaria bovina. O exame por esfregaco
sanguineo da cauda indicou parasitemia para B. bovis de 0,41%, 0,15%,
0,04% e 0,003%, respectivamente. As amostras foram submetidas a
extracdo de DNA com kit DNeasy (Qiagen) e quantificadas por
nanoespectrofotometria. As condicées para amplificacdo por PCR foram:
1,5mM de MgCl2, 0,2mM de dNTPs, 0,4uM de cada primer (F 5'-C-A-C-G-A-
G-G-A-A-G-G-A-A-C-T-A-C-C-G-A-T-G-T-T-G-A-3' e R 5'-C-C-A-A-G-G-A-G-
C-T-T-C-A-A-C-G-T-A-C-G-A-G-G-T-C-A-3"), 100ng de DNA e 35 ciclos com
temperatura de anelamento de 55°C. Os primers correspondem a sequéncias
ja utilizadas em trabalhos publicados. As reacdes de PCR foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose a 1,2%, 120V por 2 horas. Os amplicons foram
corados com brometo de etidio e visualizados em transiluminador UV. Foi
verificada amplificacdo do DNA para a parasitemia de 0,41%, até diluicédo de
1/1000 para amostras da jugular e cauda e até 1/2000 para amostra da orelha.
Para as demais parasitemias (0,15%; 0,04%; 0,003%), nao foi visualizada
amplificacdo. A PCR empregada nao superou a técnica de referéncia, uma vez
que ndo apresentou repetibilidade de amplificacdo entre amostras. Novas
condicdes da técnica deverdo ser avaliadas.
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