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UTILIZ AÇÃO DA TÉCNICA DE PCR NO  DIAGNÓ STICO

 DE DOENÇAS DE BO VINO S

M árcia Cristina de  Se na O live ira1

1. Introdução

Nos  últim os 100 anos  a de te cção, ide ntificação e  caracte rização de  age nte s  de
m uitas doe nças, tê m  de pe ndido da h abilidade  de  s e  cultivar ou purificar os organism os
e m  laboratório. O  cultivo de  m icrorganism os pode  s e r visto com o um  proce s s o de
am plificação biológica utilizado para ve rificação de  caracte rísticas  m orfológicas ,
bioq uím icas  ou m e tabólicas  q ue  de fine m  um  grupo e s pe cífico ou um a e s pé cie
individualm e nte . As té cnicas  m icroscópicas  pe rm ane ce m  com o padrão para o
diagnóstico de  m uitos paras itas , ape s ar de  s e re m  trabalh osas  e  ne ce s s itare m  de  pe s s oal
be m  tre inado para a ide ntificação e  inte rpre tação dos  e xam e s , particularm e nte  para
paras itas  cuja m orfologia é  s im ilar e m  dife re nte s  e s pé cie s  ou e s tão e m  baixo nú m e ro na
am ostra.

A utilização de  caracte rísticas  fe notípicas  é  ade q uada a um a grande  q uantidade  de
m icrorganism os  e  paras itas  pre s e nte s  e m  am ostras  para anális e s  com  fim  de
diagnóstico. No e ntanto, um  dos  m aiore s  proble m as  para a ide ntificação de  patóge nos  é
q ue  m uitos  ne ce s s itam  de  rápido transporte  e  m e ios de cultura e s pe ciais . Alé m  dis so,
algum as  ce pas de bacté rias  no início do cultivo pode m  apre s e ntar alte raçõe s  fe notípicas
q uanto ao m e tabolism o de  algum as  substâ ncias  q ue  s ã o usadas  para te s te s  bioq uím icos
de  diagnóstico, a e xe m plo do q ue  ocorre  com  ce pas de m e ningococos  q ue  não s ão
capaze s  de  m e tabolizar a m altos e  e m  cultivos iniciais , o faze ndo poste riorm e nte .

O s  m é todos de diagnóstico bas e ados no ge nótipo apre s e ntam  um a s é rie  de
vantage ns  e m  re lação aos  q ue  utilizam  caracte rísticas  fe notípicas . A principal vantage m
é  q ue  as  té cnicas  m ole culare s  aum e ntam  a s e ns ibilidade  e  e s pe cificidade  do proce s s o de
de te cção e  re duze m  a subje tividade  ine re nte s  a inte rpre tação de  dados  m orfológicos  e
biológicos . O  D NA e s s e ncialm e nte  não varia atravé s  de  e s tágios dife re nte s  do ciclo de
vida da m aioria dos  m icrorganism os  e  paras itas  causadore s  de  doe nças.

Na prática, s e q ü ê ncias  alvo de  DNA ou RNA e s pe cíficos de m icrorganism os  e
paras itas  s ão de te ctados basicam e nte  por dois  m é todos : h ibridização da s e q ü ê ncia
h om óloga com  D NA m arcado e  am plificação e nzim ática da s e q ü ê ncia alvo por m e io da
Re ação e m  Cade ia da Polim e ras e  (PCR), para poste rior anális e  do produto am plificado.
Es sas  té cnicas  tê m  possibilitado o avanço significativo no conh e cim e nto re lativo a
s iste m ática, e pide m iologia, im unologia, inte ração paras ita-h os pe de iro e  de s e nvolvim e nto
de  vacinas  re com binante s  dos dive rsos  age nte s  de  doe nças.
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2. Ge nom a de  parasitas de inte re s s e  ve te rinário

Com  o avanço rápido dos  e studos de genética m ole cular m uita ê nfas e  te m  sido
dada a pre disposição ge né tica a doe nças. Re s ultados de pesquisa identificam  locus
as sociados  a pre dis pos ição a várias  e nfe rm idade s , e  de  ce rta m ane ira, o e s tudo das
doe nças paras itárias  e  infe cciosas  ficaram  e m  s e gundo plano. No e ntanto, e s sas
doe nças pode m  s e r vis tas  com o “de s orde ns  ge né ticas  adq uiridas  h orizontalm e nte ”, no
q ual s e q ü ê ncias de ácidos  nucle icos  originárias de agente s  patogê nicos  s ão
re s ponsáve is por produzir re ação inflam atória e  doe nça (Re lm an &  Pe rs ing, 19 9 6).

O  s e q ü e nciam e nto do ge nom a de  m uitos  m icrorganism os  e  paras itas  s e rve  de  bas e
para o e s tudo não som e nte  da e s pé cie  analisada, com o de  m uitas  e s pé cie s  re lacionadas
a e las. O  Caenorhabditis elegans foi o prim e iro organism o m ultice lular a te r s e u ge nom a
s e q ü e nciado e  re pre s e ntou um a im e nsa fonte  de  pe s q uisa para m uitos outros  h e lm intos
(Anon, 19 9 8). Todo o conh e cim e nto ge rado a partir do s e q ü ê nciam e nto do ge nom a de
paras itas  s e rve  com o bas e  para anális e s  funcionais de novos ge ne s  de s cobe rtos . O s
re s ultados  obtidos no proje to schistosoma disponibilizaram  inform açõe s  q ue  foram
utilizadas  no e s tudo de  paras itas de inte re s s e  ve te rinário, com o Fasciola hepatica.
O utros  proje tos - ge nom a tam bé m  dire cionados  para doe nças h um anas , tive ram  am pla
aplicação e m  pe s q uisas de paras itas de anim ais , com o os  proje tos  Leishmania,
Plasmodium e  Entamoeba e  Brugia malayi. Atualm e nte , ce rca de  oito proje tos genom a
de  paras itas  e stão e m  e xe cução e  m uitos  outros  faze m  parte  de  um a lista de  prioridade s
com o Eimeria s pp. e  Toxoplasma goondi (Prich ard &  Tait, 2001).

3. D e s e nvolvim e nto de  “prim e rs” para re açõe s  de  PCR

Algum as  té cnicas pode m  s e r utilizadas para o de s e nvolvim e nto de  “prim e rs” ou
s e q ü ê ncias  iniciadoras  para PCR. A se q ü ê ncia do ge ne  18S rD NA é  com um e nte  utilizado
para o de s e nvolvim e nto de  “prim e rs”, de vido a s ua dis ponibilidade
(h ttp://rrna.uia.ace .be ) para um  grande  nú m e ro de  protozoários  e  outros  paras itas
(M organ &  Th om pson, 19 9 8). O s  “prim e rs” pode m  s e r facilm e nte  de s ignados  a partir
de s s as  s e q ü ê ncias , poré m , de vido a grande  cons e rvação obs e rvada ne s s e s  ge ne s  a
ocorrê ncia de  re açõe s  cruzadas  com  outros organism os  pode  ocorre r. Um  m é todo
alte rnativo é  por m e io da construção de  bibliote cas de  DNA ge nôm ico. Es s e  m é todo é
caro e  de m anda te m po, ne ce s s itando de  grande  q uantidade  de  D NA, q ue  pode  s e r difícil
de  s e  obte r de pe nde ndo do m icrorganism o e m  q ue s tão. O  uso da té cnica de
am plificação de  DNA polim órfico ao acaso (RAPD) de s e nvolvida inde pe nde nte m e nte  por
W illiam s  e t al. (19 9 0) e  W e ls h  &  M cCle lland (19 9 0) te m  s ido um a opção m ais  s im ple s
para s e r utilizada. Es sa té cnica de te cta polim orfism os  e m  s e q ü ê ncia de  nucle otíde os  nos
te s te s  de  PCR, s e m  a ne ce s s idade  de  inform ação pré via sobre  a s e q ü ê ncia de s s e
nucle otíde o. Com o e s s a té cnica é  bas e ada e m  PCR, pe q ue nas  q uantidade s  de  DNA são
suficie nte s  para a anális e . M uitos dos produtos  ge rados  pe lo RAPD -PCR são de rivados
de  s e q ü ê ncias  re pe tidas do DNA, portanto e s pé cie -e s pe cíficas  e  de s s a m ane ira
ade q uados  para o de line am e nto de  té cnicas de diagnóstico (W illiam s  e t al., 19 9 0).
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D e s s a m ane ira bandas  ge radas  por RAPD -PCR pode m  s e r e luídas do ge l, sua
e s pe cificidade  pode  s e r te s tada por h ibridização e  e ntão clonada e  s e q ü e nciada e  a partir
de s s as  s e q ü ê ncias os prim e rs  pode m  s e r de s ignados  e  s inte tizados  (M organ &
Th om pson, 19 9 8).

4. Pre paração das  am ostras

O  isolam e nto e  purificação de  ácidos nucle icos de am ostras de agente s  de  doe nças
é  um a im portante  e tapa para s e  cons e guir alta e ficiê ncia de  am plificação e
e s pe cificidade  nas  re açõe s  de  PCR. Para as  re açõe s  de  h ibridização a m e s m a
obs e rvação s e  aplica, já q ue  pode  s e r difícil de  s e  obte r am ostra de  D NA ge nôm ico e m
q uantidade  s uficie nte  e  pura, de  m uitos  e s tágios de alguns  paras itas . O s  h e lm intos  s ão
particularm e nte  difíce is de  s e  obte r boa am ostra de  DNA, de vido a pre s e nça de  cutícula
e  s ubstâ ncias  q ue  pre cipitam  junto com  os  ácidos  nucle icos durante  o s e u isolam e nto
(Gas s e r e t al., 19 9 8).

Existe m  vários  m é todos  para e xtração de  ácidos  nucle icos  q ue  pode m  s e r usados
para paras itas  e  m icrorganism os , no e ntanto, de vido a pe q ue na q uantidade  de  D NA
pre s e nte  ne s s e s  age nte s , é  ne ce s sário a optim ização do proce s s o. Se gundo Gas s e r e t
al. (19 9 8) 0,1 pg de  rD NA de  Oesophagostomun spp. é  um a q uantidade  ade q uada para
s e r utilizada e m  am plificação por m e io de  PCR.

Para e xtração de  DNA, am ostras  conte ndo o age nte  s ã o h om oge ne izadas  e m
tam pão conte ndo RNas e , as  cé lulas s ão subm e tidas  a lis e  e  a am ostra é  dige rida com
prote inas e  K . A partir daí o D NA pode  s e r e xtraído com  fe nol, pre cipitado com  e tanol e
dis solvido e m  água purificada e s te rilizada ou tam pão aq uoso.

Pre cauçõe s  s ã o ne ce s sárias na e xtração de  RNA de vido à  sua caracte rística de  s e r
facilm e nte  de gradáve l. D e s s a m ane ira o conge lam e nto rápido e m  nitrogê nio líq uido é
usado para inativar rapidam e nte  as  ribonucle as e s , q ue  ge ralm e nte  pode m  s e  m ante r
e s táve is por longos  pe ríodos , não re q ue re ndo co-fatore s  para sua ativação. Todo o
m ate rial utilizado na colh e ita das  am ostras deve  s e r livre  de s s as  e nzim as , s e ndo q ue  a
utilização de  luvas  é  obrigatória. Enq uanto o m ate rial e s tá ainda conge lado um  age nte
de s naturante  com o fe nol ou guanidina é  adicionado, e  de s s a m ane ira, após  a lis e  das
cé lulas  e  dige s tão das prote ínas , o RNA pode  s e r fracionado e  s e parado de  outras
m acrom olé culas. As am ostras  de  DNA ou RNA tam bé m  pode m  s e r obtidas por m e io da
utilização de  k its  para purificação, produzidos  por dive rsos laboratórios . Este s  k its
pode m  tornar o proce s s o de  e xtração m ais  fácil e  rápido.

5. Re açõe s  de  h ibridização de  ácidos  nucle icos

O  aq ue cim e nto de  um a s olução de  D NA a te m pe raturas  ao re dor de  9 0-100°C
ass im  com o a e xpos ição a pH  e xtre m am e nte  alcalino, provoca o rom pim e nto da
e s trutura de  dupla h é lice  do ácido nucle ico. Es s e  proce s s o ch am ado de  de s naturação foi
cons ide rado irre ve rsíve l por um  longo te m po, até  q ue  foi de m onstrado q ue  as  fitas
s im ple s  com ple m e ntare s  podiam  s e r novam e nte  dispostas  e m  dupla h é lice  pe lo proce s s o
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re ve rso, de nom inado re naturação ou h ibridização. A partir de s s e  conh e cim e nto fitas
s im ple s  de  D NA pude ram  s e r utilizadas  com o sondas para s e  de te rm inar a pre s e nça de
q ualq ue r s e q ü ê ncia de  DNA ou RNA. Fragm e ntos de ácidos nucle icos pode m  s e r
ide ntificados por transfe rê ncia de  RNA total ou de  DNA ge nôm ico para m e m branas de
nitroce lulos e , nas  q uais  as  re açõe s  de  h ibridização são re alizadas  e m pre gando-s e  s ondas
m ole culare s  e s pe cíficas  ao ge ne  de  inte re s s e . Tal proce dim e nto e xpe rim e ntal pode  s e r
re alizado com  DNA e  RNA, se ndo de nom inados  “south e rn” e  “north e rn blotting”,
re s pe ctivam e nte  (Gabrie l, 2001).

A té cnica de  h ibridização de  D NA foi utilizada por Bue ning e t al. (19 9 0) para
de te ctar D NA e spe cífico de  Babe s ia bige m ina. Es s e s  autore s  construíram  um a bibliote ca
de  D NA re com binante  q ue  continh a s e q ü ê ncias  re pe titivas do ge nom a de  B. bige m ina.
Após  a clonage m , a sonda se le cionada h ibridizou ape nas  com  o DNA ge nôm ico de  B.
bige m ina, não o faze ndo com  D NA de  B. bovis  e  outros  h e m oparas itas . Alé m  dis so,
ve rificaram  q ue  e s s as  s e q ü ê ncias  s e  cons e rvavam  e m  várias  ce pas  ge ográficas  com o as
prove nie nte s  do M é xico, Porto Rico, Costa Rica e  K ê nia. Nos  e nsaios  sobre  s e ns ibilidade
ve rificou-s e  q ue  paras ite m ias da orde m  de  0,001%  podiam  s e r de te ctadas  com  o uso
de s s a s onda. A té cnica de  h ibridização tam bé m  foi utilizada por H odgson e t al. (19 9 2)
para e s tim ar a susce ptibilidade  de  ninfas  e  adultos de Boophilus microplus à  infe cção
por B. bige m ina Ne s s as  té cnicas , com o o D NA h ibridizado é  de te ctado por m arcação
radioativa, alguns  inconve nie nte s  com o os  re lacionados  ao m anus e io de  isótopos
radioativos, aos  altos  custos do e q uipam e nto e  à  e xigê ncia de  pe s s oal e s pe cializado,
constitue m  grave s  lim itaçõe s . Es s e s  proble m as  ince ntivaram  o de s e nvolvim e nto de
te s te s  utilizando m arcação não radioativa com  digoxige nina. Entre tanto, e s ta
m e todologia q uando aplicada ao diagnóstico de  h e m oparas itas  apre s e ntou o
inconve nie nte  de  re duzir a s e ns ibilidade  do te s te  (Aboyte s  e t al., 19 9 1). O s  te s te s  de
h ibridização de  D NA para fins de diagnóstico foram  abandonados porq ue  de pe nde m
e s s e ncialm e nte  da q uantidade  de  D NA do age nte  pre s e nte  na am ostra e  a s e nsibilidade
de s s e s  te s te s  s ã o com paráve is  à  dos  e xam e s  m icroscópicos .

6. Re ação e m  cade ia da polim e ras e  (PCR)

A té cnica de  Re ação e m  Cade ia da Polim e ras e  (PCR), de s e nvolvida por M ullis  &
Faloona (19 87), na q ual um a de te rm inada re gião do ge nom a de  q ualq ue r organism o
pode  s e r m ultiplicada e m  m ilh õe s  de  cópias , pos s ibilitou o de s e nvolvim e nto de  té cnicas
de  diagnóstico m uito m ais  s e nsíve is  e  com  alta e s pe cificidade . Es sa té cnica é
cons ide rada a bas e  do de s e nvolvim e nto de  um a nova ge ração de  m é todos de
diagnóstico. A alta s e ns ibilidade , e s pe cificidade , facilidade  de  e xe cução e  anális e  de  um
grande  nú m e ro de  am ostras  s im ultane am e nte , faze m  de s s a té cnica um a opção atrativa
para diagnóstico e  utilização e m  le vantam e ntos  e pide m iológicos , e ntre  outros  e s tudos
com  age nte s  de  doe nças (M organ &  Th om pson, 19 9 8).
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As té cnicas baseadas na re ação de  cade ia da polim e ras e  (PCR) tê m  sido
e m pre gadas  com  s uce s s o e m  dive rsos  e s tudos , com o para a de te cção de
Cryptosporidium e m  água (State s  e t al., 19 9 7) e  e m  casos  clínicos de criptosporidios e
(Le ng e t al., 19 9 6); diagnóstico e s pe cífico de  Plasmodium spp. (Ayyanath an &  Datta,
19 9 6) e  e s tudos  e pide m iológicos  e m  m alária (Rope r e t al., 19 9 6); diagnóstico dife re ncial
e ntre  Entamoeba hystolitica e  Entamoeba dispar (Troll e t al., 19 9 7); diagnóstico de
Tritrichomonas foetus (H o e t al., 19 9 4); dife re nciação de  Toxoplasma gondii e  Neospora
caninum (Lally e t al., 19 9 6); de te cção de  Trypanosoma spp. no h ospe de iro ve rte brado
(Katak ura e t al., 19 9 7) e  s ua pre valê ncia nos  h os pe de iros  inve rte brados  (M as iga e t al.,
19 9 6), e ntre  outros .

Te s te s  bas e ados  e m  PCR, de s e nvolvidos  para a de te cção de  Babesia spp., tê m
de m onstrado s e nsibilidade  100 a 1.000 ve ze s  m aior q ue  o lim iar de  de te cção e m
m icroscopia óptica (Bö s e  e t al., 19 9 5). Com  is so, oligonucle otíde os  s ão disponíve is  para
a de te cção de  dife re nte s  e s pé cie s  com o Babesia gibsoni (Fuk um oto e t al., 2001),
Babesia microti (Sk otarczak  &  Cich ock a, 2001), Babesia equi e  Babesia caballi
(Batts e ts e g e t al., 2001, 2002) e  tê m  s ido utilizados  para pe s q uisa dos protozoários
tanto nos  h os pe de iros  ve rte brados  com o nos inve rte brados .

Figue roa e t al. (19 9 2) de s e nvolve ram  um a té cnica de  PCR e s pe cífica para B.
bigemina, utilizando um  fragm e nto clonado de  rD NA re pe titivo para de s ignar dois pare s
de  "prim e rs". O  prim e iro par, foi utilizado para am plificar um  fragm e nto de  D NA com
278 pare s  de  bas e s  (pb) e  o s e gundo, para h ibridizar com  um  sítio inte rno da s e q ü ê ncia
inicialm e nte  am plificada. A re ação de  am plificação da s e q ü ê ncia do D NA de  B. bigemina
obtida de  cultura "in vitro", s e guido da re ação de  h ibridização do ácido nucle ico
am plificado, m ostrou q ue  o fragm e nto de  278 pare s  de  bas e s  pôde  s e r de te ctado
q uando q uantidade s  tão pe q ue nas  q uanto 100 fg de  D NA ge nôm ico foram  utilizados .
Padrõe s  idê nticos de am plificação foram  obtidos  e m  te s te s  e m  q ue  s e  utilizaram  várias
ce pas de B. bigemina, de  dife re nte s  proce dê ncias . Alé m  dis so, com o e s s a s e q ü ê ncia
não am plificou o D NA de  am ostras de B. bovis, Anaplasma marginale, s e is  e s pé cie s  de
bacté rias  e  de  le ucócitos bovinos , m ostrou-s e  bastante  e s pe cífica.

A té cnica de  PCR de s e nvolvida por Figue roa e t al. (19 9 2) foi utilizada e m  vários
e s tudos  conduzidos  e m  várias  parte s  do m undo: H e rm ans  e t al. (19 9 4); Sm e e nk  e t al.
(2000) no Z im babw e  e  Alm e ria e t al. (2001) na Espanh a.

Re ce nte m e nte , O live ira (2002) utilizou os  “prim e rs” de s ignados por Figue roa e t al.
(19 9 3) para de s e nvolve r um  te s te  de  “ne s te d PCR” (nPCR) para o diagnóstico de
Babesia bovis e  Babesia bigemina e m  am ostras de sangue  de  bovinos , e m  fê m e as
adultas  e  ovos de Boophilus microplus. O s  “prim e rs” inte rnos de h ibridização, foram
utilizados  para um a nova re ação. A se ns ibilidade  e s tim ada para as  re açõe s  de  PCR para
Babesia bigemina foi de  6 x 103 e ritrócitos  paras itados  e m  18 x 106 e ritrócitos , q ue
corre s ponde  a um a paras ite m ia de  0,00003% . Nas  re açõe s  de  nPCR a s e nsibilidade
e s tim ada foi de  0,0000003% .
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7. PCR “m ultiple x”

A té cnica de  “m ultiple x” foi de s e nvolvida com  a finalidade  de , com  um  ú nico
te s te , altam e nte  e s pe cífico, prom ove r a dife re nciação e ntre  várias  e s pé cie s  ou gê ne ros
s im ultane am e nte  (Z arle nga &  H iggins , 2001). Es sa form a de  PCR e nvolve  a am plificação
s im ultâ ne a de  m ais de um a s e q ü ê ncia alvo por re ação, pe la m istura de  m ú ltiplos pare s
de  “prim e rs”. Es sa té cnica é  e s pe cialm e nte  ú til para anális e  de  am ostras  q ue  conte nh am
paras itas  cuja dis tinção m orfológica é  difícil ou s e  apre s e nte m  e m  nú m e ro m uito baixo.
D e s s e  m odo, “prim e rs” altam e nte  e s pe cíficos  s ão usados  para am plificar s e q ü ê ncias
conh e cidas do D NA, produzindo padrõe s  ú nicos  para cada e s pé cie .

Vários  trabalh os  foram  conduzidos utilizando e s s a té cnica para dife re nciar
paras itas : Taenia saginata de  Taenia asiatica (Z arle nga e t al., 19 9 1), Haemonchus
contortus e Haemonchus placei (Z arle nga e t al., 19 9 4), e s pé cie s  do gê ne ro Trichinella
(Z arle nga e t al., 19 9 9 ), e s pé cie s  do gê ne ro Leischmania (Be lli e t al., 19 9 8).

Figue roa e t al. (19 9 3) de s e nvolve ram  um  PCR "m ultiple x" para de te cção de  B.
bovis, B. bigemina e  Anaplasma marginale e m  sangue  bovino. A s e ns ibilidade  do te s te ,
avaliada por m e io da h ibridização do ácido nucle ico, foi de  0,00001%  de  e ritrócitos
infe ctados  para B. bovis e  B. bigemina e  0,0001%  para Anaplasma marginale.

8. RAPD

A anális e  de  D NA polim órfico am plificado ao acaso (RAPD) é  us ada para com parar
dife re nças  e  s im ilaridade s  no D NA am plificado e m  re açõe s  de  PCR, usando “prim e rs”
s ele cionados  ao acaso. O s  fragm e ntos  s inte tizados  s ão s e parados  e  vis ualizados por
e le trofore s e , de  m odo q ue  a nature za polim órfica dos  produtos  am plificados de
dife re nte s  am ostras  pode m  s e r com paradas  (Prich ard, 19 9 7). A anális e  de  RAPD  te m
s ido utilizada e m  e s tudos de caracte rização de  e s pé cie s  ou is olados de Tripanosoma de
rum inante s  e  s uínos  (D irie  e t al., 19 9 3; W aim tum bi &  M urph y, 19 9 3), s e ndo ne ce s sária
a purificação dos  paras itas do de  s angue  do h os pe de iro ante s  da am plificação.

9 . RT-PCR

A té cnica de  RT-PCR e nvolve  a sínte s e  de  um  transcrito de  DNA com ple m e ntar
(cDNA) a partir de  m olé culas de RNA, por m e io da utilização da e nzim a Transcriptas e
Re ve rsa. O  DNA sinte tizado é  e ntão s ubm e tido a am plificação por m e io da té cnica de
PCR, utilizando “prim e rs” e s pe cíficos  q ue  s e  ligam  e s pe cificam e nte  com  as  m olé culas de
m RNA do ge ne  de  inte re s s e  (Alvare s , 2001). A utilização do RNA contido na am ostra,
te m  com o principal vantage m  o fato de  aum e ntar a s e nsibilidade  do te s te , já q ue  e s s e
ácido nucle ico e s tá pre s e nte  e m  m aior q uantidade  (ce rca de  50% ) e m  um a cé lula típica,
q uando com parado ao D NA (Z arle nga e t al., 2001).

As té cnicas de RT-PCR q uantitativas  e  s e m i-q uantitativas  s ão cons ide radas de
grande  im portâ ncia para a anális e  da e xpre s s ão gê nica e m  dife re nte s  e s tágios do
de s e nvolvim e nto de  paras itas . Estudos  re ce nte s  tê m  aplicado e s s a té cnica para
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caracte rizar a e xpre s s ã o de  ge ne s  e s pe cíficos  d e  e stágios de paras itas  ce s todos , q ue
s ão im portante s  na pre dição da im unoge nicidade  de  antíge nos prote tore s  (W ate rk e yn e t
al., 19 9 7).

10. PCR q uantitativo

A anális e  q uantitativa por m e io da ciné tica da té cnica de  PCR pode  s e r fe ita
adicionando-s e  um  corante  fluore s ce nte  (SYBR Gre e nTM  ou brom e to de  e tíde o) na re ação
de  PCR. Com  is so, conform e  a re ação progride , a am plificação produz q uantidade s
cre s ce nte s  de  D NA dupla fita q ue  s e  liga ao corante  re s ultando e m  aum e nto da
fluore s cê ncia. Plotando-s e  o aum e nto da fluore s cê ncia pe lo nú m e ro de  ciclos, s ão
produzidos gráficos de am plificação q ue  forne ce m  um  panoram a com ple to da PCR
(Alvare s , 2001). A té cnica de  PCR q uantitativo utilizando o SYBR Gre e nTM  foi usada para
q uantificar Borrelia burgdorferi e m  m ode los com  anim ais de laboratório para a doe nça de
Lym e  (M orris on e t al., 19 9 9 ) e  m e lh orar os  m é todos de diagnóstico para e h rlich ios e
(Ede lm an &  D um le r, 19 9 6).

Té cnicas  m ais  re ce nte s  com o a dos  “be acons” e  D NA “arrays” de ve rão s e r usadas
no futuro com  fins de diagnóstico e  outros  propós itos  e m  paras itologia ve te rinária.

11. Conclusõe s

As té cnicas de am plificação de  D NA encontram  um  am plo cam po de  aplicaçõe s
e m  e s tudos de doenças infe cciosas  e  parasitárias de inte re s s e  ve te rinário. Estudos
re ce nte s  de m onstram  sua aplicação para ide ntificação de  age nte s  de  doe nças  e  s ua
caracte rização ge né tica, diagnóstico de  infe cçõe s  e  infe s taçõe s , e s tudos
e pide m iológicos , de te cção de  re s istê ncia a drogas , e ntre  outros .
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