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Comparacdao de métodos de extracao do
DNA e avaliacao de reacdes da polimerase
em cadeia (PCR) para o diagndstico de
Trypanosoma (Dutonella) vivax

Introducao

A introducao de Trypanosoma vivax na América Latina ocorreu por meio de gado zebu
importado do Senegal para Guiana Francesa e Antilhas, e no Brasil, o primeiro regis-
tro desse hemoprotozodario foi feito no Estado do Parda (SHAW; LAISON, 1972). Até
recentemente, a distribuicdo de 7. vivax estava restrita a regidao Norte do pais.
Entretanto, em 1995, Silva et al. (1995) diagnosticaram esse hemoparasito em um
rebanho bovino do Pantanal do Estado de Mato Grosso, municipio de Poconé. Posteri-
ormente, a tripanossomiase por essa espécie de Trypanosoma foi diagnosticada em
Mato Grosso do Sul, no Pantanal do municipio de Miranda e da Nhecolandia (PAIVA
et al., 2000; DAVILA et al., 2003).

Como em outros paises da América Latina, os surtos descritos no Pantanal foram
severos e 0s animais apresentavam temperatura elevada, letargia, fraqueza, anemia,
perda da condicéo fisica, lacrimejamento, diarréia e aborto (SILVA et al., 1996).
Embora 7. vivax ocorra endemicamente em varios paises da América Latina, surtos
com essas caracteristicas sdo esporadicos e, mesmo assim, a tripanossomiase
bovina é considerada economicamente relevante (OTTE et al., 1994).

Em decorréncia do aumento da drea com incidéncia endémica de 7. vivax no Brasil e
da presenca desse hemoprotozoario em varios paises da América Latina (DAVILA et
al., 2003), provocando perdas econémicas importantes para a bovinocultura (SEIDL et
al., 1999), o diagndstico epidemioldgico e etiolégico tornam-se imprescindiveis.

Os exames parasitolégicos, como o método de Woo (1969), apresentam elevada
especificidade. Entretanto, a sensibilidade é considerada baixa na fase crénica da
infeccao, por causa da reduzida populacdo de hemoprotozodrios no sangue dos
animais infectados (NANTULYA, 1990). O teste de imunoadsorcao enzimatica
(ELISA) para deteccao de antigeno de 7. vivax, que inicialmente foi descrito como
possuidor de sensibilidade maior que o teste de Woo (MASAKE et al., 1995), apre-
sentou desempenho inferior a essa prova parasitolédgica quando utilizado em estudos
epidemiolégicos na Africa e América Latina (EISLER et al., 1996). O ELISA para
diagnéstico de anticorpos contra 7. vivax tem grande aplicabilidade para estudos
epidemiolégicos, mas, por ser um método de diagnéstico indireto, ndo é o mais
apropriado para o diagndstico etiolégico (MAGONA et al., 2002). A deteccéao do acido
desoxirribonucléico (DNA) das diferentes espécies de Trypanosoma, por meio da
reacao da polimerase em cadeia (PCR), é uma alternativa de teste com elevada
sensibilidade e especificidade como foi demonstrado para diversos parasitos de
importancia veterinaria (ZARLENGA; HIGGINS, 2001), inclusive T. vivax
(DESQUESNES; TRESSE, 1996; MASAKE et al., 1997; GEYSEN et al., 2003;
DELESPAUX et al., 2003). A PCR com primers desenhados com base em seqliéncia
repetitiva do gene que codifica o antigeno de 8 kDa detectou 75% de bovinos positi-
vos em um grupo de animais infectados experimentalmente, contra 42% no método
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de diagndstico parasitoldgico, e 55% no ELISA para
deteccéao de antigeno de 7. vivax (MASAKE et al.,
1997). Entretanto, o DNA utilizado nessa PCR, como
em outras reacoes, é extraido pelo processo de fenol/
cloroférmio ou com kits comerciais que sao laboriosos
e de custo elevado. Alternativas que tornam a extra-
cdo de DNA mais rapida e econémica tém sido descri-
tas (MORLAIS et al., 1998), o que torna pratico e
econdmico o emprego da PCR, principalmente como
ferramenta de estudo epidemioldgico. Apesar da
aparente simplicidade, na PCR existe uma complexa
interacao entre os componentes da prova, fazendo
com que pequenas variacdes produzam alteragcdes no
resultado. Embora essa complexidade seja maior no
semi-nested, a sensibilidade desse tipo de PCR tem
sido constatada como maior e conseqlientemente
mais apropriada para diagnéstico (GEYSEN et al.,
2003; DELESPAUX et al., 2003).

O rDNA composto dos genes 18S, 5,8S e 28 S rRNA,
bem como diversos internal transcribed spacer (ITS) e
flanqueadas por regiées nao transcritas, possui
multiplas cépias (DESQUENES et al., 2001). As
seqliéncias que tenham elevada homologia entre
espécies, como a regiao ITS dos genes ribossomais,
podem, também, ser utilizadas como teste diagndstico
para diversas espécies de um mesmo género de
parasito ou até mesmo espécie-especifico em funcao
do tamanho dos fragmentos do amplicon. A anélise
dos amplicons pode ser realizada diretamente (NJIRU
et al., 2005) ou por meio de polimorfismo do tamanho
do fragmento de restricao (RFLP), usando as enzimas
de restricao (GEYSEN et al., 2003).

Neste trabalho, foram avaliadas PCRs anteriormente
descritas por Masake et al. (1997) e Geysen et al.
(2003) e uma outra que utiliza primers, que tem
sequiéncias complementares ao gene que codifica a
proteina de transporte da glicose, desenvolvida no
Laboratdrio de Biologia Molecular da Embrapa Gado de
Corte. O objetivo foi identificar a PCR de maior
sensibilidade com relacdo ao exame parasitolégico e
analisar a eficiéncia da extracao de DNA da camada
de leucécitos adsorvidos em papel com a metodologia
usual que esta baseada no fenol/cloroférmio.

Metodologia

Para avaliar a sensibilidade dos exames
parasitolégicos de extensao delgada de sangue corada
com May-Grunwald-Giemsa e teste de Woo (1969),
verificados com aumento de 400x, e das reacdes da
polimerase em cadeia, um bovino da raca Holandesa,
de 26 meses de idade, e outro da Aberdeen-Angus,
com oito meses de idade, foram inoculados com
isolados de T. vivax, respectivamente de Poconé,
Mato Grosso, e isolado de Aquidauana, Mato Grosso
do Sul. Esses animais foram mantidos na area de
isolamento da Embrapa Gado de Corte, Campo Gran-
de, MS. Esses animais foram considerados livres de
infeccao por T. vivax, apés a realizacao de exames
parasitolégicos (WOO, 1969) e sorolégicos por
imunoadsorcao enzimatica indireta para deteccao de
anticorpos contra esse hemoparasito (MADRUGA et
al., 1999).

Para analise de sensibilidade de infeccao crbnica,
amostras de sangue de capilares da orelha do bovino
da raca Holandesa foram obtidas a partir de 317 dias
pdés-inoculacao, enquanto que as amostras de sangue
do bovino Aberdeen-Angus com infeccao recente
foram colhidas a partir de dez dias pds-inoculacao. O
monitoramento dos animais foi realizado durante 33
dias com colheita de sangue trés vezes por semana.
Uma aliquota do sangue em tubo capilar com heparina
foi centrifugada para impregnacéao da camada
leucocitaria em papel-filtro (FPA-Whatman
BioScience), e posterior extracao de DNA, de acordo
com a técnica descrita por Geysen et al. (2003), que
utilizou a resina Chelex 100 (Bio-Rad).

Para a extracao de DNA de 300 uL de sangue total foi
utilizado o kit Easy-DNA™ (Genomic Isolation-
Invitrogen), conforme especificagées do fabricante. O
DNA extraido por ambos os métodos foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com
solucdo de brometo de etideo (5 pug/mL), e a concen-
tracdo do DNA foi mensurada por espectrofotémetro a
260nm (Gene-Quant, Amersham Pharmacia). O DNA
de Trypanosoma evansi foi extraido apenas do sangue
total com o kit comercial, pois a finalidade era deter-
minar o tamanho do amplicon comparativamente ao de
T. vivax na PCR/18ST semi-nested.

No diagndstico molecular foram realizadas trés
diferentes reacdes de PCR. Na primeira foram utiliza-
dos primers com base na seqliéncia do gene de
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transporte da glicose (PCR/GTP) (acesso GenBank
L47540); a segunda, fundamentada na seqiiéncia do
gene que codifica uma proteina soltivel de 8kD (acesso
GenBank L25129), conservada entre os isolados de T.
vivax (PCR/TV), descrita por Masake et al., 1997. A
terceira PCR foi semi-nested (PCR/18ST), sendo
utilizada a seqliéncia do gene da subunidade
ribossomal (acesso GenBank U22316) para o desenho
dos primers (GEYSEN et al. 2003). As seqliéncias dos
primers utilizados nas reacées de PCR sdo mostradas
na Tabela 1.

A PCR/GTP foi realizada em um volume total de 50 uL
tampao 10x (50 mM de KCI, 10 mM de Tris-HCI, pH
8,3), 500 uM de MgCl,, 400 uM de cada dNTPs,
20pMol de cada primer (GTP-F e GTP-R), 2,5U de Taq
DNA polimerase e 2 uL de DNA). A programacao para

Trypanosoma (Dutonella) vivax

amplificacdo do DNA foi realizada em 30 ciclos de
92°C por um minuto para desnaturacdo, 50°C por um
minuto para anelamento e 72°C por um minuto para
extensdo. A PCR/TV foi executada conforme a descri-
cdo de Masake et al. (1997) e a PCR/18ST semi-
nested, de acordo com Geysen et al. (2003). Os
amplicons foram visualizados em gel de agarose 2%,
corados com brometo de etidio 5 ug/mL, visualizados
em transluminador ultravioleta (UV) e documentados
no programa AlphaDigidoc TM (Alfa Innotech). DNA
gendémico de isolado brasileiro de Trypanosoma evansi
foi extraido com o kit Easy-DNA™ (Genomic Isolation-
Invitrogen) para andlise de diagndstico diferencial
entre as duas espécies de tripanossomas de bovinos
endémicas no Brasil. Na anélise estatistica dos
resultados dos testes de diagndstico para 7. vivax foi
empregado o quiquadrado e o teste t.

Tabela 1. Sequéncias dos primers utilizados nas trés reacées da polimerase em cadeia (PCR) para diagnéstico de

Trypanosoma vivax e estimativa do nimero de pares de base dos amplicons.

PCR Oligonucleotidens Amplicons (pb)

PCRI/GTP GTP-f 8" — AATGGCTTCTCCATTGGGTTC - 37) 210
GTP-r 8" — ATGGAGCAGGCAAAGAGACT - 37)

PCR/TW TVA-f (B - CAGCTCGGCGAAGGCCACTTGGCTGGEG - 37) 400
TVE-r (5 - GCTACCACAGTCGCAATCGTCGTCTCAAGS -37)

PCRMEST standard 185TnF2 (8" - CAACGATGACACCCATGAATTGGEGEEA - 37) 710
185TnR3 (5" - TGCGCGACCAATAATTGCAATAC - 37

PCR/MEST semi- nested 185TnF2 (5" - CAACGATGACACCCATGAATTGGEGGEA - 37) G116

185TnR2Z (5" - GTGTCTTGTTCTCACTGACATTGTAGTG - 37)

Resultados e Discussao

Durante o periodo de monitoramento, foi verificada a
presenca de 7. vivax no esfregaco sangliineo corado
com May-Griinwald-Giemsa e exame de Woo em
ambos os bovinos utilizados no experimento. O
desempenho estatisticamente idéntico do exame por
esfregaco de sangue e o de microhematécrito (WOO,
1969) nado era esperado, pois esse Ultimo teste tem
sido considerado como de maior sensibilidade
(NANTULYA, 1990). Possivelmente, a colheita do
sangue a partir de capilares sanglineos da orelha
tenha aumentado a sensibilidade. Isto o torna um
teste de maior praticidade para identificacao da
espécie de tripanossoma, uma vez que a morfologia

podera ser analisada, enquanto que na prova do
microhematdcrito a identificacao da espécie é
estabelecida pela observacdo do movimento e do
tamanho do hemoprotozoario, o que fornece um
resultado subjetivo.

O maior nimero de resultados positivos no exame
parasitolégico do sangue do bovino com infec¢ao
recente era esperado, embora o animal com infeccao
crénica tenha permanecido portador durante o periodo
experimental, o que foi comprovado pelo resultado
positivo na Ultima amostragem em ambas as provas
parasitoldgicas. A deteccao de T7.vivax nos exames
parasitolégicos esta principalmente associada as
recidivas de parasitemia que ocorrem nos animais com
infeccao crénica, por causa da variacao antigénica das
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denominadas glicoproteinas variaveis de superficie
(VGS) dos tripanossomas (DUBOIS et al., 2005).
Entretanto, normalmente esses animais tém baixo
numero de 7. vivax na circulacdo em consequéncia da
resposta imune ou estao ausentes por causa do
seqliestro no sistema nervoso central ou humor
aquoso (WHITELAW et al., 1988). A baixa sensibilida-
de das provas parasitolégicas em animais com infec-
cao crbnica ja havia sido constatada em experimentos
de infeccdo experimental (GARDINER, 1989) ou em
estudos epidemiolégicos quando comparada a outras
técnicas (MAGONA et al., 2003).

As reacoes de PCR/GTP e PCR/TV PCR com DNA
extraido do papel-filtro mostraram um nimero menor
de reacdes positivas que as provas parasitolégicas,
mesmo quando foram detectados mais de cinco
parasitos no teste de Woo (Tabela 2). Em estudo
epidemiolégico foi observada situacao semelhante na

qual o teste parasitolégico diagnosticou a presenca de
T. vivax enquanto a PCR foi negativa (GONZALEZ et
al., 2003). Os fatores que possivelmente contribuiram
para esse resultado foram a baixa eficiéncia da
extracao do DNA pelo método do papel e a sensibilida-
de dessas PCRs. Isso é confirmado pelo fato de que a
PCR/18ST semi-nested detectou um nuimero significa-
tivamente maior de reacdes positivas com o DNA
extraido por essa metodologia, e que o nimero de
reacoes positivas apresentadas pelas PCRs foram
maiores quando o DNA foi extraido diretamente do
sangue pelo kit comercial, no animal com infec¢ao
cronica (Tabela 2). Os resultados do animal com
infeccao recente confirmam as hipéteses menciona-
das, porque as provas parasitolégicas detectaram um
maior nidmero de animais positivos que as moleculares
quando o DNA foi extraido do papel, enquanto que o
processo de extracdo do sangue total possibilitou a
maior sensibilidade da PCR/GTP e PCR/18ST (Tabela 3).

Tabela 2. Deteccao de Trypanosoma vivax nos bovinos com infeccao crénica nos exames parasitolégicos e nas reacoes da
polimerase em cadeia (PCR) com diferentes métodos de extracdo de DNA.

Animal em fase

Exame parasitoldogico

GTP TV

PCR com DNA
extraido do papel-

PCR com DNA extraido
diretamente do sangue

cronica
Esfregago
Observagies sangliineo Woo
(parasitemia %)
1 0,05 +++
2 - -
3 - -
4 _ .
5 - -
ﬁ - -
? - -
E - -
9 - -
10 - -
11 - -
12 - -
13 - -
14 - -
15 2 +++
Total ??{ames 5 9
positivos

filtro
185T semi- 185T semi-
nested AL AR nested
- - + - +
- + + - +
- - + - +
+ + + 4 +
- + + + +
- - + - +
- - + - +
- + - - +
- - - - +
- + - - +
- + - - +
- + - - +
1 7 7 2 12

Nota a- Woo (+ = 1 a 2 parasitos, + + = 3 a b parasitos, + + + = mais de 5 parasitos).
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Tabela 3. Deteccao de Trypanosoma vivax nos bovinos com infeccdo aguda nos exames parasitolégicos e nas reacdes da

polimerase em cadeia (PCR) com diferentes métodos de extracdo de DNA.

Animal em fase

Exame parasitologico

PCR com DNA

B PCR com DMNA exiraido

cronica filtro diretamente do sangue
Esfregago ; . ; .
Observagdes sangiineo Woo GTP TV e GTP L = s
(parasitemia %) nested nested

1 1,80 ++4+ - - + + o+ +

2 3.75 ++4+ + - + + o+ +

3 0,50 +++ - - - + 4 +

4 2,20 +++ - - - + + +

5 1 +++ - - - + o+ +

5] 3,80 ++ + - - + + + +

7 - - - - - + - -

8 - - - - - + - +

9 - - + - - + - +

10 - - - - - - - +

11 1 ++4+ - - + + 4 +

12 - - - - - - - +

13 8,10 +++ - - + -+ +

14 20 ++4+ - - + + 4 +

15 0,08 ++4+ + - + + - +

Total exames 10 10 3 0 7 12 9 14

positivos
Nota a- Woo (+ = 1 a 2 parasitos, + + = 3 a b parasitos, + + + = mais de 5 parasitos).

A maior sensibilidade da PCR, quando comparada com
os exames parasitolégicos (ZARLENGA; HIGGINS,
2001), depende da eficiéncia e qualidade do DNA
extraido, escolha dos primers, padronizacao da reacao
e do tipo de reacdo de PCR. Apesar de Masake et al.
(1997) ja terem demonstrado que a PCR/TV é capaz
de detectar o DNA correspondente ao genoma de um
Unico parasito e de diagnosticar uma porcentagem
significativamente maior de infec¢cdes, quando compa-
rada com a prova sorolégica de deteccao de antigeno
e a prova parasitoldgica, observaram-se no presente
trabalho resultados inferiores as provas
parasitoldgicas e moleculares. O polimorfismo do gene
que codifica o antigeno soltvel no isolado brasileiro
nao justifica a baixa sensibilidade apresentada, pois
essa PCR havia detectado, anteriormente, DNA de
isolados da América Latina (MASAKE et al., 1997), e
a similaridade desse gene entre o isolado de 7. vivax
da Africa e o do Pantanal do Estado de Mato Grosso
foi demonstrada anteriormente (MADRUGA et al.,
1999).

A PCR/18ST semi-nested apresentou um maior
numero de reacdes positivas quando realizada com
DNA extraido a partir do sangue total, embora nao
tenha ocorrido diferenca significativa (P>0,05) em
relacdo a PCR/GTP. No entanto, a PCR/18ST semi-
nested demonstrou diferenca significativa (P<0,01)
quando comparada com as demais PCRs, consideran-
do ambos os métodos de extracdo de DNA. Esses
resultados evidenciam que a segunda amplificacao, a
partir do produto de uma PCR inicial, aumenta conside-
ravelmente a sensibilidade do teste (Fig. 1).

1 2 3 4 5 8 T B
1 2 3 4 5 B T B

Fig. 1. PCR/18ST semi-nested com DNA extraido do sangue
total com kit comercial de animais recentemente infectados
com Trypanosoma vivax. A - PCR/18ST inicial; B - PCR/18ST
semi-nested, 1 - controle positivo, 2 a 7 - amostras analisa-

das, 8 - controle negativo.
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As PCR/GTP e PCR/TV demonstraram menor sensibili-
dade quando comparadas a PCR semi-nested, tanto
para DNA proveniente do papel-filtro quanto para o
sangue total (Fig. 2). Com relacao a sensibilidade dos
testes parasitoldgicos, que foi de 40%, estes foram
significativamente superiores a PCR/TV (P>0,01) e a
PCR/GTP (P>0,05). O intervalo de confianca da PCR
18ST semi-nested com DNA extraido a partir de
sangue total demonstrou limite superior de 99% e
inferior de 75%, sendo superior aos obtidos pelos
outros testes, embora esse intervalo possua interse-
céo com os limites da PCR/GTP com a mesma origem
de DNA, que apresentou limite superior de 78% e
inferior de 42%. O menor intervalo de confianca
proporcionado pela PCR/TV com DNA obtido de papel-
filtro.

Fig. 2. PCR/18ST com DNA extraido do sangue total com kit
comercial de Trypanosoma vivax e Trypanosoma evansi
isolados no Pantanal do Estado de Mato Grosso do Sul.
Linhas, 1 - T. vivax; 2 - T. evansi; 3 - marcador de pares de
base 1 kb.

Os resultados demonstram que o procedimento de
extracao de DNA a partir de sangue adsorvido em
papel-filtro e tratado com a resina Chelex 100, que
tem sido utilizado com alta eficiéncia em varios
trabalhos (VENTURA et al., 2001), evidenciou um
desempenho significativamente inferior ao método de
obtencado de DNA diretamente do sangue total com o
kit comercial (P<0,01).

A PCR/18ST apresentou a vantagem adicional de
diferenciar os isolados brasileiros de 7. vivax e T.
evansi, pois os amplicons gerados por essas espécies
de tripanossomas tiveram tamanhos distintos, respec-
tivamente 659 e 764 pares de bases (Fig. 2). Geysen
et al. (2003) ja haviam demonstrado que os amplicons
da PCR/18ST semi-nested submetidos a técnica de
polimorfismo do tamanho do fragmento de restricao
(RFLP) com as enzimas de restricao Msp1 e Eco571
produziam fragmentos distintos. Conseqiientemente,
essa técnica permitia o diagnéstico de diversas
espécies de tripanossomas. Recentemente, utilizando
a estratégia de desenhar primers baseados em se-
quéncias da regiao ITS dos genes ribossomais do
rDNA, que tem elevada homologia entre espécies de
tripanossoma, foi desenvolvida uma PCR capaz de
diferenciar membros do subgénero 7Trypanozoon de T.
congolense, T. simiae T. godfreyie T. vivax e estes
entre si (NJIRU et al., 2005).

Fundamentada nos resultados obtidos, a PCR/18ST é
indicada para o diagndstico etiolégico das infeccoes
por T. vivax e T. evansi, bem como para estudos
epidemiolégicos na América Latina, porque apresenta
elevada sensibilidade para o diagndstico dessas
espécies endémicas de tripanossomas, que sao
potencialmente patogénicas para espécies domésticas
de importancia econémica.
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