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UTILEACAO DA TECNICA DE PCR NO D AGNOSTKO
DE DOENCAS DE BOMINO S

M arcia Cristina de Sena O heira*

1. htodugo

Nos ( Bimos 100 anos a detcdo, identificaggo e caractrizaggo de agentes de
m uitas doen@as, tm dependido da h abi Hade de se culivar ou purificar os organism os
em HRboratdrio. O culivo de microrganism os pode ser Visto como um processo de
am p Micaggo biobgica utikado para \erificaggo de caractristicas m orfolbgicas,
bioguimicas ou metabdkas que definem um grupo especifico ou uma espécie
indivduabhent. As tcnicas microscopicas permanecem como padrdo para o
diagndstico de m uitos parasitas, apesar de serem traballosas e necessitarem de pessoal
bem trinado para a identificacio e intmprtaco dos exames, pariculkhment para
parasitas cup m orfo bgia é simikhrem difefrents espécies ou estio em baixo nimero na
am ostra.

A utikacio de caract rsticas fnotipicas é adequada a um a grande quantidade de
microrganism 0os e parasitas prsents em amostras para anakes com fim de
diagndstico. No entanto, um dos m aiores prob Im as para a ide ntificagio de patdge nos ¢é
que muitos necessitam de rapido transport e meios de cu lura especiais. AIm disso,
abum as cepas de bactrias no inicio do cu livo podem aprsentar ale ragdes T notipicas
quanto ao metabobkm o de aljum as substancias que sdo usadas para tsts bioguin icos
de diagnéstico, a exempb do que ocone com cepas de meningococos (ue ndo sdo
capazes de metabo karamalbse em culivos iniciais, o faze ndo post riom ente.

Os métodos de diagnéstico baseados no gendtipo apresentam uma série de
vantagens em re R@o aos que utikam caract risticas f notipicas. A principa Ihantagem
¢ que as tcnicas mollculbres aumentam a sensibibade e especificidade do processo de
dettc@o e rrduzem a subptivdade inerents a inkemprtaco de dados m orfobgicos e
bio bgicos. O DNA essenciabhent ndo \aria atra\és de estégios diftrents do cichb de
\ida da m aioria dos m icrorganism 0s e parasitas causadores de doengas.

Na pratica, seql éncias allo de DNA ou RNA especificos de microrganism os e
parasitas sdo detctados basicament por dois métodos: hibridizacggo da seql éncia
hom 6lbga com DNA marcado e am p Micacdo enzim &tica da seql éncia allo por meio da
Reacgo em Cadeia da Polerase (PCR), para postrior anake do produto am p Micado.
Essas ®cnicas tm possibi Blado o avang significativo no conhecimento r htivo a
sistem atica, e pidem io bgia, im uno bgia, int raco parasita-h ospedeiro e desenvo limento
de \acinas recom binants dos dinersos agents de doengas.
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2. Genom a de parasitas de interesse \&t rinario

Com o anan@ rapido dos estudos de genética molculbr muita énfase tm sido
dada a predisposiGo genética a doengas. Resulados de pesquisa identificam Bbcus
associados a predisposigo a \aras enfem idades, e de certa maneira, o estudo das
doen@s parasitarias e infecciosas ficaram em segundo phkno. No entanto, essas
doengs podem ser\Mstas como “Besordens genéticas adquiridas h orizontahent”] no
quall seql éncias de acidos nuclicos orginaras de agents patogénicos sdo
responsaseis por produzir rracgo inflhm atdria e doen@ (Re han & RPersing, 199 6)

0 seqi enciam ento do genom a de m uitos m icrorganism 0s e parasitas sens de base
para o estudo ndo soment daespécie analkbada, com o de m uitas espécies re hcionadas
a e bs. O Caenorhabditis elegans foi o prim eiro organism o m ullice Bkra € rseu genom a
seql enciado e representou um a imensa font de pesquisa para m uitos outros he b intos
(Anon, 1998) Todo o conheciment gerado a partir do seq/ énciamento do genom a de
parasitas sene com 0 base para anabkes funcionais de nowos genes descobertos. Os
resullados obtidos no propt schistosoma disponibi karam inform agdes que foram
utikadas no estudo de parasitas de intresse \etrinario, com o Fasciola hepatica.
Outros proptos- genom a tam bém direcionados para doengs hum anas, tinveram amph
apkacio em pesquisas de parasitas de animais, como o0s proptos Leishmania,
Plasmodium e Entamoeba e Brugia malayi. Atuabhent, cerca de oito proptos genom a
de parasitas estio em execucdo e muitos outros fazem parte de um a bta de prioridades
com o Eimeria spp. e Toxoplasma goondi (Prich ard & Tait, 2001)

3. Desemwo imento de “primers”’para rracgdes de PCR

A Bum as ®cnicas podem ser utikadas para o0 desemwimento de “primers””ou
seql éncias iniciadoras para PCR. A seq! éncia do gene 18S M NA é comument uti kado
para 0 desenwolimento de “primers”; demdo a sua  disponibi Hade
(h tip: /Ama.uia.ace.be) para um grande nimero de protozodrios e outros parasitas
(Morgan & Thompson, 1998) Os “primers”’podem ser facibhent designados a partir
dessas seql éncias, porkm, devdo a grande consenago obsenada nesses genes a
ocoréncia de ragdes cruzadas com outros organismos pode ocorer. Um método
akEmativo é pormeio da constrtugo de bib btecas de DNA gendm ico. Esse método é
caro ¢ dem anda tm po, necessitando de grande quantidade de DNA, que pode ser dificil
de se obtr dependendo do microrganismo em questio. O uso da tcnica de
am p Micaggo de DNA po I drfico ao acaso (RAPD) desenwo lida independenttmente por
Willms etal (1990)e We llh ¢ McCH lnd (1990) €m sido uma opcio mais simpls
para ser utikada. Essa € cnica detecta polh orfism os em seqi éncia de nuc Botide os nos
tsts de PCR, sem a necessidade de informaco prwa sobr a seql éncia desse
nuc Botideo. Com o0 essa € cnica é baseada em PCR, pequenas quantidades de DNA sdo
suficients para a anake. Muitos dos produtos gerados pe b RAPD-PCR sdo derivados
de seq éncias repetidas do DNA, portanto espécie-especificas e dessa maneira
adequados para o de bheamento de ®cnicas de diagnéstico (Willms et all, 1990)
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Dessa maneira bandas geradas por RAPD-PCR podem ser e lidas do gel sua
especificidade pode sertstada porh ibridizacio e entio cbnada e seql enciada e a partir
dessas seql éncias 0s primers podem ser designados e sinttizados (Morgan &
Th om pson, 199 8)

4. Prparacgo das am ostras

O isolmento e purificaggo de acidos nuc licos de am ostras de agents de doengs
¢ uma important etapa para se conseguir ala eficiéncia de ampMicago e
especificidade nas ragks de PCR. Para as ragks de hibridizaggo a mesma
obsenacio se apka, p que pode ser dificilde se obtram ostra de DNA gendmico em
quantidade suficient e pura, de muitos estagios de abuns parasitas. Os he hintos sdo
particu km ente dificeis de se obter boa am ostra de DNA, de\do a presenc de cuticu b
e substancias que precipitam junto com os acidos nuclicos durant o seu isolhmento
(Gasseretal, 199 8)

Existtm \arios métodos para extraggo de acidos nuc licos que podem ser usados
para parasitas e microrganism os, no entanto, dexvdo a pequena quantidade de DNA
presente nesses agents, é necessario a optimizacgo do processo. Segundo Gasser et
al (1998)0,1 pg de D NA de Oesophagostomun spp. ¢ um a quantidade adequada para
serutikada em am p Micago pormeio de PCR.

Para extracgo de DNA, amostras contndo o agent sdo homogeneizadas em
tam pdo conttndo RNase, as cé lhks sdo submetidas a ke ¢ a amostra é digerida com
protinase K. A partir daio DNA pode serextraido com fnoll precipitado com etanolle
dissolido em agua purificada est ri kada ou tam pdo aguoso.

Precaucdes sdo necessarias na extracgo de RNA dewdo a sua caractristica de ser
facibhent degradawe I Dessa maneira o conge hmento rapido em nitrogénio KEuido ¢
usado para inativar rapidament as ribonucBases, que gerahent podem se mantr
estaneis por bngos periodos, ndo rquerendo co-fatores para sua atnago. Todo o
m ate ria lutikkado na colleita das am ostras de\e ser BMe dessas enzimas, sendo que a
utikacio de Ehas é obrigatdria. Enquanto o m atrialesta ainda conge khdo um agent
desnaturant com o fenollou guanidina é adicionado, e dessa maneira, apés a ke das
cé hhks e digestio das prothas, o RNA pode ser fracionado e separado de outras
macrom o Iculks. As am ostras de DNA ou RNA tam bém podem ser obtidas pormeio da
utikacgio de kit para purificago, produzidos por dinersos Rboratdrios. Estes kits
podem tomar o processo de extragio m ais facik rapido.

5. Reagdes de hibridizacio de &cidos nuc Ricos

O aguecimento de uma sobco de DNA a tmperaturas ao redor de 90-100<C
assim como a exposicgo a pi extemament akaho, pronoca o rompimento da
estrutura de dup bk hé ke do acido nuc Bico. Esse processo cham ado de desnaturacgo foi
considerado ine\ersie Ipor um Bbngo €mpo, at que foi demonstrado que as fitas
sim p s com pImentares podiam sernovament dispostas em duphhé ke pe b processo
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r\ers0, denominado rnaturagio ou fhibridizacgdo. A partir desse conhecimento fitas
simp s de DNA puderam ser utikkadas com o sondas para se deteminar a presenG de
quaBuer seql éncia de DNA ou RNA. Fagmentos de acidos nuc licos podem ser
ide ntificados por transf réncia de RNA totallou de DNA gendm ico para mem branas de
nitroce Bibse, nas quais as reacdes de hibridizacio sdo rrakadas em pre gando-se sondas
molcubres especificas ao gene de interesse. Talprocedimento experimentalpode ser
rrakado com DNA e RNA, sendo denominados “Soutiem””e “forttem b btling”;
respectivam ent (Gabrie 1 2001)

A tcnica de hibridizacio de DNA foi utikada por Buening et all (1990) para
detectar DNA especifico de Babesia bigem ina. Esses autores construiam um a bib bt ca
de DNA recom binant que continha seql éncias repetitivas do genom a de B. bigem ina.
Apds a cbnagem, a sonda se Bcionada hibridizou apenas com o DNA gendémico de B.
bigem ina, ndo o fazendo com DNA de B. bowus e outros hem oparasitas. AIm disso,
\erificaram que essas seql éncias se consenavam em \aras cepas geograficas com o as
pro\e nie ntes do Mé xico, Porto Rico, Costa Rica ¢ Kénia. Nos ensaios sobre sensibi Hade
\erificou-se que parasittmias da ordem de 0,001% podiam ser detectadas com o uso
dessa sonda. A ®cnica de hibridizacio tam bém foi utilkada por i odgson etal (199 2)
para estim ar a susce ptibi Hade de ninfas e adulbs de Boophilus microplus a infecco
por B. bigemina Nessas tcnicas, com o o DNA hibridizado é detctado por m arcago
radioativa, aBuns inconwenients como os r kcionados ao manuseio de isGtopos
radioatinos, aos allbs custos do equipamento e a exigéncia de pessoallespeciakado,
constituem granes Ihitaghes. Esses probEmas incenthnaram o desenvolimento de
tstts utikando marcago ndo radioatna com digoxigenina. Entetanto, esta
metodobgia quando apkada ao diagnéstico de hemoparasitas aprsentou o
inconenient de reduzir a sensibildade do st (Aboyts etall, 1991) Os tsts de
hibridizacio de DNA para fins de diagnéstico foram abandonados porjue dependem
essenciabent da quantidade de DNA do agent prsent na amostra e a sensibi ldade
desses stes sdo com paraeis a dos exam es m icroscopicos.

6. Reag@o em cadeia da poh erase (PCR)

A tcnica de Reacio em Cadeia da Polmerase (PCR), desenvolida por Mulk &
Fabona (1987) na qualluma detminada regido do genoma de qualBuer organism o
pode sermulipkada em mill&s de cdpias, possibi Mou o desenvo im ento de & cnicas
de diagndéstico muito mais sensfheis e com ala especificidade. Essa tcnica ¢
considerada a base do desemwlimento de uma nowa geraggo de métodos de
diagnéstico. A ala sensibi Hade, especificidade, faci Hade de execucdo e anabke de um
grande nimero de am ostras sim ulaneam ent, fazem dessa ®cnica um a opgo atrativa
para diagndstico e utikacio em E\antamentos epidem io bgicos, entre outros estudos
com agents de doengs (Morgan & Thom pson, 199 8)
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As tcnicas baseadas na rago de cadeia da polerase (PCR) €m sido
em pregadas com sucesso em dinersos estudos, como para a detcdgo de
Cryptosporidium em agua (Stats etall, 1997)e em casos chicos de criptosporidiose
(Leng etall, 199 6)zdiagndstico especifico de Plasmodium spp. (Ayyanat an & Datia,
199 6)e estudos epidem io bgicos em m alria (Roperetal, 199 6)zdiagndstico dife rencial
entie Entamoeba hystolitica ¢ Entamoeba dispar (TroBet all, 199 7);diagnéstico de
Tritrichomonas foetus (f o etal, 199 4)zdife renciacgo de Toxoplasma gondii e Neospora
caninum (Lal etall, 1996);dettc@@o de Trypanosoma spp. no h ospedeiro \ert brado
(Katakura etall, 1997)e sua pre\alkncia nos h ospedeiros innertebrados (Masiga etall,
199 6), entre outros.

Testes baseados em PCR, desenwolidos para a dettcgo de Babesia spp., m
dem onstrado sensibiade 100 a 1.000 \ezes maior que o hiar de detccio em
m icros copia optica (Bise etall, 1995) Com isso, olgonuc Botide 0os sdo disponieis para
a dettcgo de diffrents espécies como Babesia gibsoni (Fukumoto et all, 2001)
Babesia microti (Skotarczak & Cichocka, 2001) Babesia equi e Babesia caballi
(Battsetseg et all, 2001, 2002) e tm sido utikados para pesquisa dos protozoarios
tanto nos h ospedeiros \erte brados com 0 nos in\e re brados.

Fgueroa et all (1992) desenvolleram uma tcnica de PCR especifica para B.
bigemina, utikando um fragm ento c bnado de D NA r petitivo para designar dois pares
de "primers*™. O primeiro par, foi utikado para am p Micar um fragmento de DNA com
278 pares de bases (pb)e o segundo, para hibridizar com um sftio inte mo da seql éncia
iniciabh ent am p Micada. A rrago de am p Mficaggo da seqi éncia do DNA de B. bigemina
obtida de culura "in \to", seguido da rago de hibridizacdo do &cido nuclico
am p Micado, mostrou que o fragmento de 278 pares de bases pdde ser detctado
quando quantidades o pequenas quanto 100 fgy de DNA gendmico foram ut Ekados.
Padrdes idénticos de am p Micacio foram obtidos em tstes em que se utilkaram \éras
cepas de B. bigemina, de diffrents procedéncias. ABm disso, como essa seql éncia
ndo am p Micou o DNA de am ostras de B. bovis, Anaplasma marginale, seis espé cies de
bact rias ¢ de Bucdcitos bovinos, m ostrou-se bastante espe cifica.

A tcnica de PCR desenwolida por Hgueroa et all (199 2) foi utilkada em \Arios
estudos conduzidos em \éras partts do mundo: i emans etall (1994);Smeenk etal
(2000)no Zim babwe e A heriaetall (2001)na Espanh a.

Recentment, O heira (2002) uti kou os “prim ers”>designados por Hgueroa etal
(199 3) para desenmvoller um st de “hesttd PCR?”(NPCR) para o diagnéstico de
Babesia bovis e Babesia bigemina em am ostras de sangue de bownos, em femeas
adullas e ows de Boophilus microplus. Os “primers>”intemos de hibridizacgo, foram
uti kados para um a nova rracdo. A sensibiHade estim ada para as rragks de PCR para
Babesia bigemina foi de 6 x 10% eritrécitos parasitados em 18 x 10° ertréeitos, (ue
conmesponde a uma parasitmia de 0,00003%. Nas rragdes de nPCR a sensibi Hade
estim ada foi de 0,0000003% .
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7. PCR “Muliplix””

A tcnica de “AulipBx””foi desenvolida com a finaldade de, com um (nico
tst, alament especifico, prom oner a dife rnciago entre \Arias espécies ou géne ros
simullaneament (Zarlnga & figgins, 2001) Essa form a de PCR envo le a am p Micago
simuBanea de mais de uma seql éncia allo por rago, pe h mistura de m( Epbs pares
de “primers”? Essa tcnica é especialh ent (tillpara anake de am ostras que contenh am
parasitas cup distin@o m orfo bgica é dificillou se apresenttm em nimero muito baixo.
Desse modo, “primers””allament especificos sdo usados para am p Micar seq éncias
conh ecidas do DNA, produzindo padrdes (nicos para cada espé cie.

Varios traballos foram conduzidos utikando essa tcnica para diferenciar
parasitas: Taenia saginata de Taenia asiatica (Zar@nga et all, 199 1) Haemonchus
contortus e Haemonchus placei (ZarlInga et all, 199 4), espécies do género Trichinella
(ZarIngaetal,b 1999 ) espécies do género Leischmania (Be Metal, 199 8)

Fgueroa et all (1993) desenvolleram um PCR "mullip@x' para dettc@o de B.
bovis, B. bigemina e Anaplasma marginale em sangue bowno. A sensibiHade do &st,
avabda por meio da hibridizacdo do acido nuclico, foi de 0,00001% de e ritrécitos
infe ctados para B. bovis e B. bigemina e 0,0001% para Anaplasma marginale.

8. RAPD

A anake de DNA po In drfico am p Micado ao acaso (RAPD)¢é usada para com parar
difrengs e simihkridades no DNA am p Micado em reagdks de PCR, usando “primers””
se Bcionados ao acaso. Os fragmentos sinttizados sdo separados e \sualkados por
e Itroforese, de modo que a natureza poln dOrfica dos produtos am p Micados de
difrents amostras podem ser com paradas (Prichard, 1997) A anake de RAPD tm
sido utilkada em estudos de caractrizacio de espécies ou iso kdos de Tripanosoma de
rum inantes e suinos (Dirie etall, 199 3 ;W aim twm bi & Murmphy, 199 3) sendo necessaria
a purificacio dos parasitas do de sangue do h ospedeiro ants da am p Micago.

9. RT-PCR

A tcnica de RT-PCR enwolle a shtese de um transcrito de DNA com pImentar
(cDNA) a partir de mollcubks de RNA, por meio da utikacgo da enzima Transcriptase
Rexersa. O DNA sinttizado é entio submetido a am p Micaggo por meio da € cnica de
PCR, utikando “primers”%specificos que se lgam especificament com as molculks de
m RNA do gene de interesse (Alars, 2001) A utikacgo do RNA contido na am ostra,
tm como principalhantagem o fato de aumentar a sensibi dade do &€st, ja que esse
acido nuc lico estapresent em m aior quantidade (cerca de 50% )em um a cé bk tipica,
guando com parado ao DNA (ZarIngaetal, 2001)

As €cnicas de RT-PCR guantitativas e semi-quantitativas sdo consideradas de
grande im portAncia para a anake da expressdo génica em difrents estigios do
desemw lmento de parasitas. Estudos rcents tm apkado essa €cnica para
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caracterizar a expressdo de genes especificos de estigios de parasitas cestodos, que
sdo im portantes na prediGo da im unoge nicidade de antige nos prottores (Watrkeyn et
al,b 1997)

10. PCR guantitativo

A anadbke quantitativa por meio da cinética da tcnica de PCR pode ser fita
adicionando-se um corant fliorescent (SYBR Gren™ ou brometo de etideo)na rragio
de PCR. Com isso, confome a racgo progride, a am p Micacdo produz gquantidades
crescentts de DNA duph fia que se ba ao corant rsulando em aumento da
fliorscéncia. Pbtando-se o aumento da fliorescéncia pe b nimero de cichbs, sdo
produzidos graficos de am pMicaggo que fomecem um panorama complto da PCR
(A Lars, 2001). A €cnica de PCR guantitativo utilkando o SYBR Gren™ foi usada para
quantificar Borrelia burgdorferi em m ode bs com anim ais de hboratdrio para a doenG de
Lyme (Momison et all, 1999)e me Borar os métodos de diagnéstico para eh rkhiose
(Ede hané Dum Br, 199 6)

Técnicas m ais recentes como a dos “bBeacons”’ DNA “armays”’de\erdo ser usadas
no futuro com fins de diagndéstico e outros propdsitos em parasito bgia \e & rinaria.

11. Conc lisdes

As €cnicas de am p Mficaggio de DNA encontram um ampb cam po de ap kaches
em estudos de doengas infecciosas e parasitarias de intrsse \et®rinario. Estudos
rcentts demonstram sua apkago para identificaggo de agents de doengs e sua
caracttrizaggo genética, diagndéstico de infecghes e infestages, estudos
epidem io bgicos, dettc@o de rsisténcia a drogas, entie outros.

12. Referéncias bib bbgraficas:

ABOYTES, R. ;BUENING, G. M. ;FIGUEROA, J. V.;\MEGA, C. A. Eluso de sondas de
ADN para e Idiagnéstico de hem opar&sitos. Rev Cub. Cienc. \Mét, 22, n.3, p.173-8,
199 1.

ALMERWI, S.; CASTELLA, J.; FERRER, D.; ORTUNO, A.; ESTRADA-FENA, A.;:
GUTERREZ, J. F. Bowne pirop ksm s in Minorca (Balaric k knds, Spain) a com parison
ofPCR-based and Ih tmicroscopy detection. \£t Parasito I, \£99, p.249 -59 , 2001.

ALMARES, L E. Apkaco da RT-PCR nos Estudos de Expressdo Génica. h: REGITANO,
L.C.A., COUTN{ O, L.L. (Ed.) Biobgia Molcubkr Ap kada a Producio Anim all Brasil:
Em brapa-SP1, 2001. p.135-150.



Anais da XVII Semana do Estudante - "Tépicos em Producado de Leite"

ANON Caenorhabditis elegans Sequencing Consortium. Genome sequence of te
nem atode C. elegans: a p ktaform for in\estigating bio bgy. Science, w282, p.2012-
2018, 199 8.

AYYANATH AN, K. ;DATTA, S. Hentification and charactrization of a generic DNA
probes capabll of detcting p ksmodialinfections in bbod. Mol Ce I Probes, w10,
p.273-8, 1996.

BATTSETSEG, B. ;XUAN, X. ;KADAIHK .3J0SE, R. B. L ;BYAMBAA, B. ;BOLBAATAR,
D.;BATTUR, B.;BATTSETSEG, G.;BATSUKHK, Z.3;IGARASH L L3;NAGASAWA, .3
MKAMIL T.; FUJBAKL K. Detction of Babesia caballi and Babesia equi in
Dermacentor nuttalli adu kEtick. ht J. Parasito 1 /31, p.384-386, 2001.

BATTSETSEG, B. ;LUCERO, S. 3XUAN, X.;CLANMERK, F. G.3NOUE, N.;ALi ASSAN,
A. ;KANNO, T.;IGARASHK I L ;NAGASAWA, i .;MKAMIL T.;FUJSAKL K. Detction
of naturallinfection of Boophilus microplus w it Babesia equi and Babesia caballi in
Brazi Bn h orses using nestd-po¥merase chain raction. \ét Parasitoll 107, p.351-
357, 2002.

BELLI A.;RODRIGUEZ, B.;AMWLES, #.;H ARRIS, E. Simplied polkmerase chain
raction detction of new worl Leishmania in chicall specinens of cutaneous
Bish m aniasis. Am . Trop. Med. i yg., ¥58, p.102-109, 1998

BO SE, R. ;JORGENSEN, W . K. ;DALGLESH, R. J. ;FREDH OFF, K. T.;De\OS, A. J.
Curentstat and future trends in te diagnosis ofbabesiosis. \Mét Parasito l 57, p.61-
74, 199 5.

BUENING, G. M.j; BARBET, A.; MYLER, P.; MAKAN, S.; McGURE, T.C.
Ch aract rization of a repetitine DNA probe for Babesia bigemina. \£At Parasito I, /36,
p.11-20, 199 0.

DRE, M. FEzMURHK Y, N. B. GARDINER, P. R. DNA FHFingemprinting of Trypanosoma
vivax iso ktes rapid ¥ identifies intraspe cific re htionsh ips. J. Euk aryotic Microbio I \z40,
p.132-134, 199 3.

EDELMAN, D. C. ;DUMLER, J. S. Exaliation of an im proned PCR diagnostic assay for
h um an granu beytic eh rkh iosis. Mol Diagn. 1, p.41-49, 1996.

FIGUEROA, J. V. ;CH EMES, L. P.3JOH NSON, G. S.;BUENING, G. M. Detection of
Babesia bigemina-infecttd camers by po¥merase chain raction am p Mication. J. Ch.
Microbio I, 30, n.10, p.2576-2582, 199 2.



Anais da XVII Semana do Estudante - "Tépicos em Producado de Leite"

FIGUEROA, J. V. ;CH EMES, L P.;JOH NSON, G. S.3BUENING, G. M. MulliplIx
po ¥merase chain reaction based assay for tie detction of Babesia bigemina, Babesia
bovis and Anaplasma marginale DNA in bowune bbod. \ét Parasitol, /50, p.69-81,
199 3.

FUKUMOTO, S. ;XUAN, X. ;SH IGENO, S. ;K MBITA, E. ;IGARASH I, L ;NAGASAWA, H .3
FUJKSAKL K.;MKAML T. Dexe bpment of a po¥merase chain raction meth od for
diagnosing Babesia gibsoni infe ctions in dogs. J. Mt Med. Sci. 363, n.9, p.9 77981,
2001.

GABREL, J. E. Emprego das €cnicas de Biobgia Mo lcu br nos Estudos de Expresséo
Génica. h: REGITANO, LC.A. ;COUTNHi O, LL (Ed.) Biobgia Molcubr Apkada a
Produc@o Anim all Brasl:Em brapa-SPI, 2001, p. 124-134.

GASSER, R. B. ;Z# U, X. Q.3;MONTIL J. R.;D0U, LL;CAlL X.;P0ZID, E. PCR-SSCP of
de DMNA for the identification of Trichine B isoktts from mainknd China. Mol Ce R
Probes, w12, p.27-34, 199 8.

H ERMANS, P. ;DW NGER, R. # . 3BUENING, G. M. ;i ERRERO, M.V Seasona lincide nce
and h em oparasit infection rates of ikxodid ticks (Acari: Kkodidae)detached from cattl in
Costa Rica. Rewv Biol Trop. w42, n.3, p.623-632, 199 4.

HO, M. S.3CONRAD, P. A.; LEFEB\WRE, R. B.; PEREZ, E.; BONDURANT, R. f.
Detection of bowune tiich om oniasis wit especific DNA probe and PCR am p Hication
systtm.J. Ch. Microbio l, v 32, p.98-104, 199 4.

HODGSON, J. L. 3STLLER, D.;DOUGLAS, P. J.;BUENNG, G. M. ;W AGNER, G. G. 3
McGURE, C. Babesia bigemina: Quantification of infection in nymphaland aduk
Boophilus microplus using DNA probe. Ex. Parasito 1 \/74, p.117-26, 199 2.

KATAKURA, K. ;LUBINGA, C. ;CH ITAMBO, i .;TADA, Y. Detction of Tripanosoma
congolense and T. brucei subspecies in cattl in Zam bia by po¥merase chain raction
from bbod colctdon a fikrpaper. Parasito B Res. 83, p.241-5, 1997.

LALLY, N. C. 37JENKINS, M. C. ;DUBEY, J. P. De\e bpmenta po¥merase chain reaction
assay for tt e diagnostics of neosporosis using t e Neospora caninum 14-3-3 gene. Mol
Bioch . Parasito I, /75, p.169 -78, 199 6.

LENG, X.3;MOSER, D. A. ;O0BERST, R. D. SimpHMied met od for rrconery and PCR
detection of Cryptosporidium DNA from bowune feces. App. Enwvron. microbioll 62,
p.643-7, 1996.




Anais da XVII Semana do Estudante - "Tépicos em Producado de Leite"

MASIGA, D. K. ;MCNAMARA, J. J.3GBSON, W. C. A repetitinve DNA sequence specific
for Trypanosoma (Nannomonas) godfreyi. \t Parasito 62, p.27-33, 199 6.

MORGAN, U. M.;THOMPSON, R. C. A. Molcubr detction of parasitic protozoa.
Parasito bgy, 117, p.73-85, 199 8.

MORRISON, T. B.;MA, Y.sWEI, J. 1 .;WEIS, J. J. Rapid and sensitive quantification
of Borrelia burgdorferi infected m ouse tissues y continuous fliorescent m onitoring of
PCR. J. Ch. MicrobioB\37, p.987-992, 1999 .

MULLE, K. sFALOONA, F. Specific syntiesis of DNA in \itro \vja pobmerase cataksed
ch ain reaction. Me t ods Enzym ol w55, p.335-350, 19 87.

OLMNERA, M. C. S. Anabk@o da taxa de infec@o por Babesia bigemina em bownos
mestigps Hitiros e em f@meas e ows de Boophilis microp bs pronenients de area
endém ica do Estado de Sdo Paub. Botucatu, 2002. 9 6f. Dissertacio (Doutoram ento)
FacuBade de Medicina MM ®rindria e Zootcnia, Unieridade Estadual Paubkta,
Botucatu.

PRICH ARD, R. Appkation of a mollcubr biobgy in \etrinary parasiobgy. £t
Parasito 1 \/71, p.155-175, 199 7.

FRICH ARD, R. ;TAIT, A. The roll ofmolcublr biobgy in \etrinary parasito bgy. £t
Parasito 1 \/9 8, p.169-19 4, 2001.

RELMAN, D. A.;PERSING, D. i . Genotypic Meth ods for Microbiallide ntifiction h:
FERSING, D. . (Ed.) PCR Protocoll for Emerging hfectious Diseases. W ashington:
ASM Press, 199 6, p.4-31.

ROPER, C. ;ELH ASSAN, L M.z MD, L ;GK A, #.;RICHi ARDSON, W.;BABKER, H .3
SATTL G. M. #.;TH EANDER, T. G.;AARNOT, D. E. Detction of\ery bw Il
Plasmodium falciparum infections using tie nestd poBmerase chain reaction and a
reassessment of e epidemiobgy of unstabl makra in Sudan. Am. J. Trop. Med.
i yg. ;v54, p.325-31, 199 6.

SKOTARCZ AK, B.;CICH OCKA, A. The occunence DNA of Babesia microti in ticks
Ixodis ricinus. Fo l Biol\/49, n.3-4, p.247-50, 2001.

SMEENK, L ;KELLY, P. J.;WRAY, K. ;MUSUKA, G.;TREES, A. J.3JONGEJAN, F
Babesia bovis and Babesia bigemina DNA detctd in cattl and ticks from Zim babw e by
po ¥merase chain reaction. J. S. Afr. \t Assoc. ;v 71, n.1, p.1-4, 2000.



Anais da XVII Semana do Estudante - "Tépicos em Producado de Leite"

STATES, S. ;STADTERMAN, K. AMMON, L ;\OGEL, P.zBAILDEAR, J.;ZWRIGH T, D. 3
CONLEY, L 3;SYKORA, J. Protozoa in rinerw ater. sources occunence, and treatment
J.Am.WatrWors Assoc. 89, p.74-83, 199 7.

TROLL H . sMARTL H . W ES, N. Sim pl diffe re ntia Ide & ction of Entamoeba histolytica
and Entamoeba dispar in fiesh stoo Bspecimens by sodium ace tate-ace tic acid-form abkh
conce ntration and PCR. J. Ch. Microbio B35, p.1701-5, 199 7.

WAMTUMBL J. N.; MURR Y, N. B. htr and intra-species differentaton of
trypanosom es by genom ic finge printing w it arbitrary primers Moll Biochem . Parasitoll
v58, p.181-186, 199 3.

W ATERKEYN, J.;GAUCL C. ;COWMAN, A. ;LIGTH OWLERS, M. W. Sequence anaBbsis
ofa gene fam i encoding Taenia ovis \accine antigens expressed during em bryogenesis
ofeggs. Mol Biochem . Parasito 1 /86, p.75-84, 1997.

W ELSH , J. M cCLELLAND, M. Hngerprinting genomes using PCR w itt arbitrary primers.
Nuc l Acids Res., 18, p.7213-7218, 199 0.

W LLAMS, J.G. K. 3KUBELK, A. R. ;LNAK, K. J.;RAFALSKL J. A. sTNGEY, S. V.
DNA pokmormphisms amp Mied by arbitrary are usefullas genetic markers. Nucl Acids
Res., v18, p.6531-6535, 199 0.

Z ARLENGA, D. S. ;CH UTE, M. B. MARTNN, A. ;KAPEL, C. M. 0. A mulipIx PCR for
une quinoca Idiffe re ntiation ofsix encapsubted and t ree non encapsu bt d ge notypes of
Trichinella. ht J. Parasio 29, p.141-149, 1999.

ZARLENGA, D. S.;H# IGGINS, J. PCR as a diagnostic and quantitatine technigue in
\e Erinary parasito bgy. Mt Parasito I, \«101, p.215-230, 2001.

ZARLENGA, D. S. ;MacMANUS, D. P. ;FAN, P. C. ;CROSS, J. i . Charact rization and
detection ofa new ¥ described Asian Taeniid using c bsed ribosom allD NA fragm ents and
sequence am p Mication by tte po¥merase chain raction. Exp. Parasitol \«72, p.174-
183, 2001.

ZARLENGA, D. S.:;STRNGFELLOW, F. ;NOBARY, M.;LECH TENFELS, J. R. Chbning
and ch aracterizaton of ribosomall RNA genes from tree species of Haemonchus
(Nem atoda, Trich ostrongy bidea) and identification of PCR primers for rapid
diffe re ntation. Exp. Parasio I, /78, p.28-36, 199 4.



