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Babesia bigemina é um protozodrio que se multiplica nos eritrécitos dos bovinos e induz uma grave anemia
hemolitica. A ocorréncia da doenca segue a dispersdo do carrapato Rhipicephalus microplus, considerado
o Unico vetor biolégico desse parasita. Apesar da ampla distribuicdo desses parasitas no Brasil, pouca
informacdo esté disponivel sobre a diversidade genética das cepas circulantes. Neste experimento o objetivo
foi padronizar uma técnica de PCR para a amplificacé@o de parte do gene que codifica a regido ITS 1 (internal
transcribed spacer 1) do rDNA de B. bigemina. Esse gene foi escolhido por apresentar grande variabilidade,
facilitando as andlises de filogenia. Amostras de sangue de bezerros da raca Canchim, monitorados por
gPCR desde o nascimento e detectados como positivos foram usadas para a extracdo do DNA gendmico e
foram usados na padronizacdo da PCR. As amostras de sangue foram extraidas usando o kit Easy
(invitrogen), no volume de 60 ul. As reagdes de PCR no volume final de 10 ul foram otimizadas usando os
primers CGTCCCTGCCCTTTGTA e TATTTTCTTTTCTGCCGCTT com a temperatura de anelamento de 52°C,
em 40 ciclos de 94°C para desnaturacdo e 68°C para extensdo. Os amplicons produzidos apresentaram
aproximadamente 1041 pb, estando de acordo com o esperado. As sequéncias amplificadas foram
purificadas e submetidas a sequenciamento usando o método Sanger. Os fragmentos sequenciados
mostraram muitas sobreposicdes de bases, inviabilizando as andlises filogenéticas. Novos primers serdo
desenhados com o objetivo de amplificar uma regiGo do mesmo gene, que permita a identificacdo das
bases.
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