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Diferenciacéo especifica entre Taenia saginata e Taenia solium por ensaio
dePCR eduplex-PCR

Specific discrimination between Taenia saginata and Taenia solium by one
step PCR assay and duplex-PCR

EurioneAnténioGarciadaVegaJardim?® GuidoFontgalland CoglhoL inhares?
FernandoAraripeGoncgalvesTorres® JoséLuizdeBarrosAradjo?
SilviaMinharroBarbosa®

RESUMO

Este estudo teve como objetivo a padronizacéo de
protocolos e a sele¢do de novos primers para a identificacao
espécie-especifica de Taenia saginata e Taenia solium através
da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e duplex-PCR.
Inicialmente, foram recuperadas sequéncias depositadas no
GenBank (acesso n” AB020399 para T. saginata e n” AB020395
para T. solium) referentes ao gene da subunidade maior do
ribossomo (LSU RNAr) de tenideos. A partir do alinhamento
das sequiéncias, um primer genérico denominado TBR-3 (5'-
ggcttgtttgaatggtttgacg- 3') foi selecionado de regido conservada
e, de diferentes regiGes semi-conservadas, os primers especificos
TBR-4 para T. saginata (5 -cgactcatgaagataaacaaggt-3') e TBR-
5 (5'-cggtcgaacagaccataaatct-3') e TBR-6 (5'-
gctactacacctaaattctaacc- 3') para T. solium. Os primers foram
avaliados quanto a especificidade através da PCR empregando-
se DNA total (DNAt) de amostras de cisticercos e proglotes dos
parasitos, previamente identificadas por critérios morfol 6gicos.
O par de primers TBR-3/TBR-4 permitiu a amplificagao
especifica do fragmento esperado de 328 pb a partir do DNAt de
T. saginata. Os pares TBR-3/TBR-5 e TBR-3/TBR-6 permitiram
a amplificagdo, respectivamente, dos fragmentos especificos de
310pb e 286pb a partir do DNAt de T. solium. A identidade dos
produtos de PCR foi comprovada comparando-se a sequéncia
dos amplicons obtidos as sequiéncias de referéncia do gene LU
RNAr registrado no GenBank (n” AB020399 e n” AB020395). As
reacdes apresentaram sensibilidade para detecgdo de até 1fg do
DNAt de T. solium e 0,2fg do DNAt de T. saginata. A combinacéo
dos primers TBR-3/TBR-4 e TBR3/TBR-6 e o tamanho dos

fragmentos génicos obtidos permitiram o estabelecimento de
ensaios de duplex-PCR, eficaz na deteccdo simultanea do DNA
de T. saginata e T. solium em sistema Unico de reacdo. Os
primers utilizados ndo geraram qualquer produto de
amplificagdo cruzada quando testados com DNAt de Taenia
hydatigena, Taenia taeniaeformis, Hymenolepis diminuta,
Anoplocephala magna, Paranoplocephala mamillana e
Moniezia expansa, nem frente ao DNAt dos hospedeiros Homo
sapiens, Bos taurus e Sus scrofa.

Palavras-chave: Taenia saginata, Taenia solium, teniase,
cisticercose, PCR, duplex-PCR.

ABSTRACT

This study was conducted to evaluate a protocol
and to select novel primers for the species-specific identification
of Taenia saginata and Taenia solium by PCR and duplex-
PCR assays. Sequences of the LSU rRNA gene of taenids were
obtained from the GenBank (T. saginata access n° AB020399
and T. solium access n" AB020395). The sequences were aligned
and then used for primer design. The generic primer TBR3 (5'-
ggcttgtttgaatggtttgacg- 3') was selected from a conserved
region. The T. saginata specific primer TBR-4 (5'-
cgactcatgaagataaacaaggt-3') as well as T. solium specific
primers TBR-5 (5'-cggtcgaacagaccataaatct-3') and TBR-6 (5'-
gctactacacctaaattctaacc- 3') were selected from different semi-
conserved regions. The selected sequences were examined in
for similarities with other organisms through the GenBank Blast
procedure and experimentally by PCR using total DNA (tDNA)

'Programa de Pés-graduagdo da Escola de Veterinéria da Universidade Federal de Goias Universidade Federal de Goiés (UFG),

Goiania, GO, Brasil.

2Escola de Veterinéria da Universidade Federa de Goias (UFG). Campus-Il, Setor Samambaia, CEP: 74001-970, Caixa Postal: 131,
Goiania, GO, Brasil. E-mail: guidofcl@vet.ufg.br. Autor para correspondéncia

3Departamento de Biologia Celular da Universidade de Brasilia (UnB). Brasilia, DF, Brasil.

‘Ingtituto de Patologia Tropical e Salde Publica da UFG, Goiania, GO, Brasil.

Recebido para publicagéo 13.04.05 Aprovado em 20.07.05



Diferenciagéo especifica entre Taenia saginata e Taenia solium por ensaio de PCR e duplex- PCR. 167

extracted from cysticerci and proglottids from both parasites.
The primer pair TBR-3/TBR-4 amplified specific fragments of
328 bp from T. saginata tDNA. The pairs TBR-3/TBR5 and
TBR-3/TBR-6 amplified, respectively, the expected and specific
fragments of 310bp and 286bp from the T. solium tDNA.
Sequencing of the amplicons followed by comparison to
GenBank reference sequences confirmed the identities of the
PCR products. The detection sensitivity was equivalent to 1fg of
T. solium tDNA and 0,2fg of T. saginata tDNA. The combination
of primers TBR-3/TBR-4 and TBR3/TBR-6 and the size of
amplicons allowed the establishment of a duplex-PCR assay to
detect T. saginata and T. solium DNA. No cross reaction was
observed with any combination of primers in reactions with
tDNA of the parasites Taenia hydatigena, Taenia taeniaeformis,
Hymenolepis  diminuta, Anoplocephala magna,
Paranoplocephala mamillana and Moniezia expansa, nether
from the hosts tDNA Homo sapiens, Bos taurus nor Sus scrofa.

Key words: Taenia saginata, Taenia solium, teniasis,
cisticercosis, PCR, duplex-PCR.

INTRODUCAO

O complexo teniase-cisticercose caracteriza
Se como uma zoonose cléssica de grande importancia
em salide publicaem diversos paisesdo mundo (THEIS
et a., 1996; CAIXETA et al., 2004; OIE, 2005) e o
diagnostico dos parasitos envolvidos neste complexo
epidemiol 6gi co é baseado em métodos convencionais
de exame direto e na identificagdo morfologica das
formas parasitarias, sendo que surgem dificuldades na
identificacdo quando as proglotes sdo imaturas ou
degeneradas por processos naturais ou, ainda, porque,
mesmo depois de coradas, asramificagdes uterinas nem
sempresdo bemevidenciadas(GOTTSTEIN et d., 1991;
MAYTA et d., 2000; MONTERO et d., 2003). Além
disso, 0 exame histologico para a identificagdo de
cisticercos pode conduzir a diagndsticos incorretos
(GOTTSTEIN etd.,1991).

A técnicadareacdo em cadeiadapolimerase
(PCR), tornou-se aformamais préticade amplificagdo
de DNA, oferecendo como vantagens sobre os
métodos convencionais arapidez, aespecificidadeea
elevada sensibilidade, podendo detectar, com precisdo,
umasimplesmoléculadeDNA naamostra(LISBY, 1999).
Atualmente, devido as dificuldades encontradas na
identificacdo de parasitos por métodos convencionais
de diagnostico parasitolégico e, diante das vantagens
oferecidas pela PCR, o Office International des
Epizooties (OIE) tem sugerido que a PCR seja
empregada na diferenciac@o espécie-especifica de
metacestddeos (Ol E, 2005).

Técnicas de biologia molecular tém sido
frequentemente empregadas no diagnéstico de
doencas infecciosas e parasit&rias. GOTTSTEIN &
MOWATT (1991); GOTTSTEIN et d. (1991) eLOGT &

GOTTSTEIN (2000) utilizaram aPCR naidentificacdo
molecular de T. saginata, enquanto MAYTA et al.
(2000), paradiferenciar T. saginataeT. solium, e THEIS
et al. (1996), para detectar o DNA de T. solium,
empregaram como método de diagnéstico a
caracterizacdo de padrfes de digestdo enzimética de
produtos de PCR. O sequienciamento dos produtos de
PCR foi utilizado por MERI et al. (1999) para a
comprovagéo do diagnostico da cisticercose. A
aplicacdo da reacdo de multiplex-PCR para a
diferenciagfio espécie-especificaentre T. saginataeT.
0lium (GONZALEZ etd., 2000, MONTERO& d., 2003;
NUNESet al., 2003) jafoi reportada. Entretanto, parao
diagndstico espécie-especifico de T. saginata e/ou T.
solium, os ensaios descritos e publicados até o
momento requerem duas ou mais etapas de reagOes
para que os niveis de especificidade e sensibilidade
sejam satisfatorios e resultados conclusivos sejam
acancados.

Estetrabal ho foi conduzido com o objetivo
de selecionar novos primers espécie-especificos a
partir de alinhamentos de segiiéncias do gene que
codificam asubunidade ribossdmicamaior (LSU RNAr)
e de estabelecer protocolo para a detecgdo especifica
deT. solium e/ou T. saginata em uma Unica etapa de

reacao.
MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no
Laboratdrio de Biologia Molecular do Departamento
de Medicina Preventiva da Escola de Veterinaria da
UFG Asamostrasde parasitos utilizadas provieram da
colecdo de parasitos do Departamento de Parasitologia
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro e
foramidentificadasdeacordo com NEVEU-LEMAIRE
(1936), com base em caracteristicas morfol 6gicas.

Paraasextragcbesde DNA total (DNAt) dos
parasitosfoi empregado o kit comercial GenomicPrep™
Cells and Tissue DNA Isolation Kit (Amersham
Biosciences®) e, para as extracdes do DNA dos
hospedeiros, empregou-se o kit comercial GFX™
Genomic Blood DNA Purification Kit (Amersham
Biosciences®), conformeindicagdes do fabricante.

A selecdo de primers para a amplificacéo
espéci e-especifica de fragmentos do gene LSU RNAr
de T. saginata e T. solium foi realizada tendo como
base os registros sobre seqiiéncias de genes
depositadas no banco de dados do GenBank
(GENBANK, 2001). Foram entdo recuperadas
informagdes sobre seqiiéncias do gene LSU RNAr das
seguintes espécies da superfamilia Taenioidea, com
respectivos nimeros de acesso: T. saginata
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(AB020396), T. solium (AB020398), T. hydatigena
(AB020393), T. crassiceps (AB020399), T.
taeniaeformis(AB020395) e T. pisiformis(AB020394).
O dinhamento das sequénciasfoi feito utilizando- seo
programa Megalign (LaserGene, DNAStar, Inc.)
baseado no método de muiltipla progresséo de Clustal
W (THOMPSON et al., 1994). Os primers foram
selecionados de acordo com critérios previamente
estabelecidos (FLORIDA STATEUNIVERSITY, 2004).
As seqliéncias sel ecionadas foram, entéo, comparadas
com seqliéncias disponiveis no GenBank para
avaliagdo da identidade, através do algoritmo Basic
Local Alignment Search Tool - BLAST® (ALTSCHUL
et al. 1990). Aquelas que apresentaram resultados
satisfatérios quanto a homologia da seqiiéncia de
bases, foram encaminhadas a Invitrogen Corp. paraa
sintese dos oligonuclectideos correspondentes.

Para control e da especificidade das reacOes
de PCR, foram utilizados DNAt de: Homo sapiens, Bos
taurus, Sus scrofa, Taenia hydatigena, Taenia
taeniaeformis, Hymenolepis diminuta,
Anoplocephala magna, Paranoplocephala
mamillana e Moniezia expansa. Como controle
positivo, foram utilizadas amostrasde DNAt extraidas
de proglotes de T. saginata e de T. solium, cujas
caracteristicas morfol 6gicas eram elucidativas para a
determinacéo daespécieconforme NEVEU-LEMAIRE
(1936). Como controle negativo para as misturas das
reagOes, foi utilizadaaguaultrapuraliviede DNA. Com
afinalidade de comprovar aidentidade molecular dos
produtos de PCR (amplicons), estes foram
seqgiienciados (sequenciador automatico Megabace
1000 - Amersham Biotech®) e as seqliéncias obtidas
foram comparadas com as seqliéncias de referéncia
registradas no GenBank (acesso n" AB020396 para T.
saginataen°AB020398 paraT. solium).

A preparagdo damisturadereacdofoi feita,
adaptando-se procedimentos previamente descritos
por INNIS& GELFAND (1990) ePERSING (1996), como
segue: 37,75ul de &gua ultrapura esterilizada; 5ul de
tamp&o paraPCR (PCR buffer 10x —100mM Tris-HCl,
pH 9, 15mM MgCI, e 500mM KCI - Amersham
Biosciences®); 1ul de dNTP 10mM (Amersham
Biosciences®); 0,5ul (=10 pM) de cadaprimer; 0,25ul
de Tag DNA-polimerase (5U/ul - Amersham
Biosciences®); e5ul (0,35ug) daamostrade DNA. Para
aamplificacdo, os ciclos e as condi¢des detemperatura
foram definidos considerando a relagdo das bases
nitrogenadas (GC/AT), conforme reportado por
PEREIRA (2003) e FLORIDA STATEUNIVERSITY
(2004). A programagao para termociclador foi assim
estabelecida: um cicloinicial de desnaturagéo a94°C,
por 2min, seguido de 40 ciclos repetidos de 94°C, por

30s, 59°C, por 30se72°C, por 1min, finalizando-se com
um ciclofina deextensdo a72’C, por 5min.

Para demonstracdo da viabilidade de
deteccdo simultanea do DNA das duas espécies-alvo
em uma Unica etapa de reacdo, foi definido um ensaio
de duplex-PCR baseado em adaptac6es no protocolo
de PCR descrito acima, como segue: 30,75ul de égua
ultrapura esterilizada; 5ul de tampé&o para PCR (PCR
buffer 10x —100mM Tris-HCI, pH 9, 15mM MgCl, e
500mM KCl); 2ul dedNTPa10mM; 0,75ul (10 pM) do
primer TBR-3,0,5ul (10pM) do primer TBR-4,0,5ul (10
pM) do primer TBR-6; 0,5ul (5U/ul) de Tag DNA-
polimerase; e5ul (0,3511g) deamostrade DNAt extraido
de T. saginata e 5ul (0,35ug) de amostra de DNAt
extraidodeT. solium.

Os produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a1,5% e, em seguida,
corados com solugao de brometo de etidio a0,4ug/ml,
por imersdo. A visualizagdo dos produtos de
amplificagéo foi feita sob luz ultravioleta, em
transiluminador (Electronic U. V. Transilluminator, Ultra
Lum. Inc. Paramount). Como indicador de massa
molecular foi utilizado, em cadacorridade el etroforese,
1ug de marcador de 100pb (100bp DNA Ladder,
Invitrogen).

A concentracdo de DNAt do controle
positivo de T. saginatae de T. solium foi determinada
por espectrofotometria (GeneQuant pro RNA/DNA
calculator, Amersham Pharmacia Biotech) e por
estimativavisua em gel de agarosea 1%, utilizando-se
como referénciao marcador demassamol ecular EDNA-
Hind Il (Amershan Biosciences®). Desta forma,
determinou-se aconcentragdo de 20ng/(l, parao DNA
deT. saginata, ede 100ng/(l, parao DNA deT. solium.
A partir destasamostras, foram feitas diluicOes seriadas
naescalal1:10, com afinalidade de determinar o limiar
de sensibilidade daPCR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Através do alinhamento do gene do LSU
RNAr das espécies T. saginata, T. solium, T.
hydatigena, T. crassiceps, T. taeniaeformis e T.
pisiformisforam selecionados quatro primers, osquais
foram designadosde TBR-3 (primer genérico), TBR-4
(especifico para T. saginata), TBR-5 e TBR-6
(especificos para T. solium). As seqiiéncias dos
primers, assim como as respectivas posi ¢oes nos genes
correspondentes e temperatura de anelamento, sdo
apresentadas na Tabela 1. O par de primers TBR-3/
TBR-4, empregado naamplificagdo a partir do DNAt
deT. saginata, eosparesTBR-3/TBR-5e TBR-3/TBR-
6, empregados naamplificagdo apartir do DNAtdeT.
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Tabela 1 - Seqiiéncias de oligonucleotideos (primers), selecionados para a amplificagéo de fragmentos especificos do gene do LSU RNAr de

T. saginata e T. solium pela PCR.

Primer Sequéncia Posicéo TA

TBR-3 (F) 5 -GGCTTGTTTGAATGGTTTGACG- 3 34-55** 59°C
TBR-4 (R) 5'-CGACTCATGAAGATAAACAAGGT-3 362-340* 59°C
TBR-5 (R) 5'-CGGTCGAACAGACCATAAATCT-3 348-327¢ 59°C
TBR-6 (R) 5'-GCTACTACACCTAAATTCTAACC- 3 319-297* 59°C

TBR-3 = primer genérico; TBR-4 = primer especifico para T. saginata; TBR-5 e TBR-6 = primers especificos para T. solium; (R) = reverse
primer ; (F) = forward primer; * = posi¢&0 no gene; ** = posi¢ao nos genes; TA = temperatura de anelamento.

solium, apresentaram 100% de especificidade na
amplificacdo defragmentos esperadosdo genedo LSU
RNAr, de 328pb, 310pb e 286pb, respectivamente (Figura
1). Nenhumaamplificac8o inespecificafoi observadaa
partir do DNAt do hospedeiro definitivo e
intermediarios, nem a partir do DNAt dos demais
tenideos, utilizados como controles. A identidade
especificados produtos de PCR foi comprovadaatravés
do alinhamento de suas sequéncias com aquelas
utilizadas, nesse estudo, como referéncia para T.
saginata e T. solium.

Em relacdo aidentificacdo espécie-especifica
de T. saginata por PCR, os resultados obtidos nesse

estudo diferem dos apresentados por GOTTSTEIN &
MOWATT (1991), GOTTSTEIN etd. (1991) epor LOGT
& GOTTSTEIN (2000) quanto aespecificidade, pois, 0
par deprimersTBR-3/TBR-4, sdlecionado eavaiado no
presente estudo, ndo amplificou 0 DNA de nenhum dos
tenideos usados como controle da especificidade,
enquanto os primersutilizados por aquelesautores, dém
dedetectarem o DNA deT. saginata, amplificamtambém
fragmentos de DNA de outros tenideos, inclusive o de
T. taeniaeformis.

O resultado apresentado por MERI et a.
(1999) na deteccdo do DNA de T. solium, assemel ha-

600 pb

310 pb

100 pb

600 pb

328 pb

100 pb

Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose a 1,5 % com 10 de produtos de PCR resultantes da amplificagdo de fragmentos do gene do
LSU RNAr de T. saginata e T. solium para demonstragdo da especificidade: A. PCR com os primers TBR-3/TBR-5
especificos para T. solium. Marcador de DNA de 100 pb (1); controle positivo (2); DNA de proglote de T. solium (3); DNA
de Cysticercus cellulosae (4); DNA de T. saginata (5); controle negativo sem DNA (6). B. PCR com os primers TBR-3/TBR-
4 especificos para T. saginata. Marcador de DNA de 100 pb (1); controle positivo (2); DNA de proglote de T. saginata (3);
DNA de Cysticercus bovis (4); DNA de T. solium (5); controle negativo sem DNA (6).
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se a0 obtido neste estudo quanto a comprovacdo da
identidade através do sequienciamento dos produtos
de PCR. No entanto, os resultados ndo podem ser
comparados quanto a especificidade, uma vez que os
referidos autores ndo avaliaram a possibilidade de
ocorréncia de amplificacBes inespecificas a partir do
DNA de outras espécies geneticamente rel acionadas.

Para demonstracdo da viabilidade de
deteccdo simulténea do DNA das duas espécies-alvo,
os oligonucleotideos TBR-3/TBR-4/TBR-6 foram
utilizados em reacdo de duplex-PCR com apresencade
5ul do DNAt de T. saginata e de 5ul do DNAt de T.
solium, permitindo a amplificagdo dos fragmentos
especificos de 328pb e 286pb, respectivamente (Figura
2). Entretanto, quando se deseja avaliar apresengado
DNA de T. saginata €/ou de T. solium em uma Unica
amostra, como por exemplo, quando da aplicacdo do
ensaio na rotina de diagnéstico laboratorial, deve-se
gjustar na preparacdo da mistura de reacdo, o volume
daamostrade DNA ao daégua, paramanter o volume
final domix em50ul.

A aplicacdo do duplex-PCR permitiu a
diferenciacéo entre T. solium e T. saginata, em uma
Unica etapa de reagdo, representando assim,
significativa vantagem sobre a metodologia de
diagndstico empregada por THEIS et al. (1996) e por
MAY TA et a. (2000) que, paraadiferenciacao espécie-
especifica, requer o tratamento do produto de PCR com
enzimas de restricdo. Esse tipo de metodologia exige

maior nimero de procedimentos |aboratoriais, onerao
diagndstico, aumenta o tempo de execucéo e,
conseqlientemente, as possibilidades de erro.

A PCR para T. saginata, avaliada neste
estudo, com o par deprimers TBR-3/TBR-4, demonstrou
elevada sensibilidade, permitindo amplificagdo
detectavel apartir de0,2fg deDNA. A mesmaavaliagcdo
feitaem relacdo areacdo de PCR paraT. solium, como
par de primers TBR-3/TBR-6, mostrou sensibilidade
cinco vezes menor, permitindo amplificacdo detectavel a
partir de 1fg (Figura 3). Dos trabalhos revisados,
somentenosdeGONZALEZ et . (2000) edeNUNESet
al. (2003), houverelatos sobre o limiar de sensibilidade
daPCR, osquaisreportaram adeteccdo minimade 10pg
de e 1096pg.de DNA, respectivamente. Como se pode
verificar, esseslimites dedetecgdo foram menossensivels
que os obtidos no presente estudo. Deve-se ressaltar
que, nosexperimentosde GONZALEZ et dl. (2000), assm
como no presente estudo, 0 DNA utilizado paraostestes
de sensibilidade foi extraido de proglotes, enquanto o
DNA utilizado por NUNESet a. (2003) foi extraido de
amostras defezes humanas contaminadas artificia mente
comovosdeténia, estando, provavelmente, maissujeito
apresencadeinibidoresdaPCR.

Entre os trabalhos revisados utilizando- se
algumamodalidade de PCR, somente osde MAY TA et
al. (2000), GONZALEZ et a. (2000), MONTERO et al.
(2003) e NUNES et d. (2003) tiveram como objetivo
principal, a diferenciacdo espécie-especifica entre T.

Figura 2 - Eletroforese em gel de agarose a 1,5 % com 10l de produtos de PCR resultantes da amplificagdo de fragmentos do gene do
LSU RNAr para demonstracdo da sensibilidade: A. PCR com os primers TBR-3/TBR-6, especificos para T. solium. Marcador
de DNA de 100 pb (1); a partir de 100 fg de DNA de T. solium (2); 10 fg (3); 1 fg (4); 0,1 fg (5); controle negativo sem DNA
(6). B. PCR com os primers TBR-3/TBR-4, especificos para T. saginata. Marcador de DNA de 100 pb (1); a partir de 20 fg
de DNA de T. saginata (2); 2 fg (3); 0,2 fg (4); 0,02 fg (5); controle negativo sem DNA (6).

CiénciaRural, v.36, n.1, jan-fev, 2006.
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100 pb

Figura 3 - Eletroforese em gel de agarose a 1,5 % com 10pl dos produtos de PCR resultantes da amplificacéo de fragmentos especificos
do gene do LSU RNAr de T. saginata e T. solium, obtidos por duplex-PCR utilizando, simultaneamente, o DNAt de T.
saginata e de T. solium e os primers TBR-3, TBR-4 e TBR-6. Marcador de massa molecular de 100 pb (1, 4 e 7); amplicons
de T. saginata e de T. solium (2, 5 e 8); controle negativo sem DNA (3, 6 e 9).

saginata e T. solium, sendo que, GONZALEZ et al.
(2000), MONTERO et d. (2003) eNUNESet a. (2003)
utilizaram a técnica de multiplex-PCR, engquanto
MONTERO et a. (2003) e NUNES et al. (2003),
empregando osprimersdesenvolvidospor GONZALEZ
etd. (2000), obtiveram fragmentos génicoscom o mesmo
padréo deamplificagdo. Considerando-se anecessidade
de diferenciagéo espécie-especificaentre T. saginata e
T. solium, aaplicagdo dos primers utilizados no presente
ensaio de duplex-PCR, quanto a especificidade,
apresenta resultados superiores aos da reagéo de
multiplex-PCR descritapor GONZALEZ et . (2000), pelo
fato de amplificar fragmentos Unicos e distintos. Os
primers desenvolvidos por GONZALEZ et al. (2000),
quando aplicadosna PCR com apresencado DNA deT.

saginata amplificam doisfragmentos génicos, de 600pb
e 170pb, e, quando na presenca do DNA de T. solium,
amplificam um fragmento de 170pb, idéntico, portanto, a
um dosfragmentosobtidosparaT. saginata. Esse padréo
de amplificagdo pode dificultar a interpretagdo dos
resultados sempre que houver a possibilidade da
presenca simultanea do DNA das duas espécies na
amostra a ser testada, como naguelas provenientes de
efluentes sanitarios ou, ainda, pela contaminagéo
acidental de DNA entre amostras no laboratorio.
Osensaiosde PCR eduplex-PCR, utilizando
0s novos primers desenvolvidos neste trabalho,
constituem-se em alternativa prética e eficaz para
conduc&o de estudos clinicos e epidemiol 6gicos, seja
na identificagdo espécie-especifica dos parasitos a

CiénciaRural, v.36, n.1, jan-fev, 2006.



172 Jardim et al.

partir da detecgdo do DNA proveniente de ovos e
proglotes presentes em amostras de fezes humanas e/
ou em amostras de efluentes sanitarios, seja para
estudos que envolvam o diagndstico da cisticercose
animal. Poderdo também ser aplicados no
esclarecimento da etiopatogenia de lesdes
cisticercdides, auxiliando o diagndstico dacisticercose
humanaou, ainda, narotinaclinico-laboratorial paraa
identificacdo inequivoca de cisticercos e proglotes
imaturos ou em processos degenerativos que
comprometam o diagndstico morfol gico convencional .

CONCLUSOES

O par deprimers TBR-3/TBR-4, selecionado
e avaliado neste estudo, é eficaz para a identificagdo
espécie-especifica de T. saginata por PCR. Os pares
deprimersTBR-3/TBR-5e TBR-3/TBR-6 sd0 espécie-
especificosnadetecgsio do DNA de T. solium por PCR.
A combinagdo dos primers TBR-3, TBR-4 e TBR-6
permitem aaplicagdo de ensaio de duplex-PCR paraa
deteccdo especificaesmultdneade DNA de T. saginata
eT. solium.
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