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ABSTRACT. de Moraes E.P.B.X., Freitas A.C., Costa M.M., PinheiroJr J.W. & Mota
R.A. [Nested PCR utilization for Toxoplasma gondii detection in the blood of ex-
perimentally infected sheep]. Utilizacdo da PCR nested para deteccéo de Toxoplasma
gondii no sangue de ovelhas experimentalmente infectadas. Revista Brasileira de Me-
dicina Veterinaria, 35(4):329-334, 2013. Laboratorio de Doengas Infecto-Contagiosas
dos Animais Domésticos, Departamento de Medicina Veterinaria, Universidade Fede-
ral Rural de Pernambuco, Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n, Dois Irmaos, Recife, PE
52171-900, Brasil. E-mail: ericaxmoraes@globo.com

The aim of this study was to evaluate the sensitivity of the PCR and nested PCR
for 7. gondii detection in the blood of experimentally infected sheep with tachyzoites
through the semen. Blood samples of 41 sheep were taken, which were infected with
different dosages: G1 - 6.5 X 10*tachyzoites; G2- 4 X 10’tachyzoites and G3- control
group. For the anti-7.gondii antibodies research the Indirect Immunofluorescence (I1F)
technique was used. For the PCR and nested PCR, primers derived from B/ gene were
used. Seroconversion was observed only for the infected group. In the PCR, 7. gondii
DNA was detected in 40% of the infected sheep blood samples, and in the nested PCR,
in 93.3% of the samples. In the G3, no antibodies were detected, as well as parasitic
DNA in neither of the animals. It is possible to conclude that the nested PCR is more
sensitive for the 7 gondii detection in the blood of animals experimentally infected
through the semen, presenting superior results in comparison to those of the PCR and

might be successfully used in studies like this one.
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RESUMO. Objetivou-se com esse estudo avaliar a
sensibilidade da PCR e PCR nested na deteccao de
T. gondiino sangue de ovelhas experimentalmente
infectadas com taquizoitos via sémen. Foram co-
lhidas amostras de sangue de 30 ovelhas infectadas
com diferentes doses: G1- 6,5 X 10* taquizoitos;
G2- 4 X 10"taquizoitos e G3- grupo controle. Para
a pesquisa de anticorpos anti-7. gondii foi utilizada

a técnica de Imunofluorescéncia Indireta (IFI). Para
o PCR e PCR nested foram utilizados iniciadores
derivados do gene B/. Observou-se soroconversao
apenas dos grupos infectados. Na PCR, detectou-se
o DNA do T’ gondii em 40% e na PCR nested em
93,3% amostras de sangue das ovelhas infectadas.
No G3 nao foi detectado anticorpos e DNA para-
sitario em nenhum animal.Conclui-se que a PCR
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nested ¢ mais sensivel na deteccao de 7. gondii no
sangue de animais experimentalmente infectados
via sémen, mostrando resultado superior ao da PCR
e podendo ser utilizada com €xito em estudos dessa
natureza.

PALAVRAS-CHAVE. Diagnéstico, toxoplasmose ovina, téc-
nica molecular.

INTRODUCAO

Nos ovinos, Toxoplasma gondii é descrito como
um dos principais responsaveis por problemas re-
produtivos em rebanhos no mundo. Os transtornos
acontecem quando a fémea se infecta durante a
gestacdo, podendo ocorrer desde reabsor¢des em-
briondrias iniciais e abortos até¢ fetos malformados
e crias debilitadas e fracas, variando a intensidade
de acordo com a fase gestacional em que a fémea se
encontra (Dubey 1986, Weissmann 2003).

A toxoplasmose ovina ¢ diagnosticada rotineira-
mente por métodos sorologicos, bem como através
dos métodos diretos como o bioensaio em camun-
dongos, exame histopatoldgico, imunohistoquimica
e PCR (Pereira-Bueno et al. 2004). A parasitemia
tem sido detectada por meio dos métodos de biolo-
gia molecular, em especial a PCR, com a vantagem
de demonstrar maior sensibilidade quando compa-
rado ao isolamento do parasito em cultura de tecido
(Meireles 2001).

Além de outros fatores, a sensibilidade e a espe-
cificidade da PCR dependem ndo s6 da sequéncia-
-alvo no DNA do parasito, mas também dos inicia-
dores escolhidos (Spaldinget al. 2006). Avancos
recentes no conhecimento do genoma de 7. gondii
tornaram possivel a utilizagdo da PCR para detec-
¢cdo do parasito. Estas técnicas se fundamentam
na amplificacdo especifica de determinados genes,
como Bl e P30 que codificam o principal antige-
no de superficie do protozoario, RNA ribossomal
(rRNA) (Ellis 1998, Kompalic-Cristo et al. 2005,
Spalding et al. 2006). Além do fragmento de 529pb
(Homanet al. 2000) e um seguimento repetitivo de
DNA nao-codificante, TGR 1E, 1%, 2 ¢ 4 (Cristina
et al. 1991).

Diversos estudos demonstraram a capacidade da
PCR em amplificar fragmentos especificos de DNA
a partir de diferentes fluidos corporais. Na Medi-
cina Veterinaria, especificamente em ovinos, sdo
utilizadas principalmente em amostras de sangue
(Esteban-Redondo & Innes 1998, da Silva & Lan-
goni 2001), tecidos de fetos abortados (Duncanso-
net al. 2001, Terry et al. 2001, Masala et al. 2003,

Pereira-Bueno et al. 2004) e placentas (Duncanson
et al. 2001, Terry et al. 2001, Masala et al. 2003),
com protocolos diferentes, ndo havendo uma uni-
formidade da técnica para o diagndstico molecu-
lar da toxoplasmose ovina. A utilizacdo do méto-
do complementar PCR nested, como uma segunda
amplifica¢do a partir do produto gerado da primeira
amplificagdo tem demonstrado resultados superio-
res aos alcancados apenas em uma unica PCR. O
objetivo desse trabalho foi avaliar a utilizacdo da
PCR nested na detec¢do de 7. gondii no sangue de
ovelhas experimentalmente infectadas via sémen.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas quarenta e uma (41) ovelhas da raca San-
ta Inés com historico reprodutivo de fertilidade satisfatoria.
Todos os animais foram sorologicamente negativos para a pes-
quisa de anticorpos contra 7. gondii, Clamidophyla abortus,
Neospora caninum e Brucella ovis. Foram constituidos trés
grupos experimentais (G1, G2 e G3) com 15, 15 e 11 animais,
respectivamente. As fémeas foram infectadas via sémen atra-
vés de inseminagao laparoscopica utilizando diferentes doses:
G1 que foram inseminadas com sémen contaminado com 6,5
X 10*taquizoitos; G2 com sémen com 4 X 10taquizoitos e G3
com sémen sem taquizoitos (grupo controle).

Para a confirmacdo da infec¢do por 7. gondii foram re-
alizados exames sorologicosaos 0, 7, 14, 21 e 28 dias apds
a infeccdo. Para a pesquisa de anticorpos anti-7. gondii foi
utilizada a técnica de Imunofluorescéncia Indireta (IFI), uti-
lizando-se anticorpos anti-IgG-ovina conjugado ao isotiocia-
nato fluoresceina. Dilui¢cdes do soro na razdo quatro (1:64 a
1:4096) foram testadas e reagdes na diluicdo 1:64 ou maior
foram consideradas positivas (Camargo 1974).

Para a detecgdo do DNA do T'gondii foram colhidas amos-
tras de sangue total com EDTAaos 0, 7, 14, 21, 28 dias apds
a infecgdo, utilizando-se a técnica de PCR seguida do PCR
nested.

Todas as amostras de sangue foram submetidas a extracao
de DNA com o kit comercial “Qiagen DNA EasyBloodan-
dTissues Kit” (Qiagen®, Hilden - Alemanha), utilizando-se o
protocolo do fabricante. O DNA extraido foi analisado e quan-
tificado em gel de agarose a 0,8% com marcador de peso mo-
lecular 1Kb, corado com brometo de etidio, visualizado sob
luz ultravioleta e fotodocumentado.Apds a extragdo do DNA,
as reagoes de amplificagdo foram realizadas em um volume
final de 12,5uL contendo: 2,5uL de DNA genémico, 10uM
de cada iniciador, 2,75uL de Agua Mili-Q ultrapura e 6,25uL
de MasterMix (mistura para PCR - Promega) de acordo com
o protocolo do fornecedor. O perfil térmico das etapas de rea-
¢oes foram feitas em um termociclador MJ-96G (BiocycleCo.
Ltd, Hangzhou - China) e seguido de acordo com o protocolo
descrito em Spalding et al. (2006). Todas as amostras nega-
tivas e controles foram submetidos a PCR nested, utilizando
1uL do produto da primeira amplificagdo e adicionado a mis-
tura de reacdo em um volume final de 12,5uL contendo 10uM
de cada inicador, 4,75uL de Agua Mili-Q ultrapura e 6,25uL
de MasterMix de acordo com o protocolo do fornecedor. O ci-
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clo das reagdes consistiu de uma desnatura¢do do DNA inicial
a 95°C (4minutos) e seguida de 35 ciclos a 95°C por 1 minuto
para a desnaturagdo, 62°C por 30 segundos para o anelamento,
72°C por 1 minuto para a extensdo e um periodo de extensao
final de 10 minutos a 72°C.

Os pares de iniciadores utilizados sdo fragmentos da se-
qiiéncia do gene BI. Para a primeira amplificagdo, foram uti-
lizados TOXO-C1/TOXO-N1, amplificado em 197pb. E para
a segunda amplificagdo foram utilizados TOXO-C2/TOXO-
-N2,amplificado em 97pb (Burg et al. 1989, Spalding et al.
2006).0 controle positivo foi feito utilizando-se suspensao
de lavados intra-peritoneal de camundongos previamente in-
fectados com taquizoitos da cepa RH na concentragdo 10*ta-
quizoitos/mL para posterior extragdo do DNA parasitario.Os
produtos amplificados foram detectados por eletroforese em
gel de agarose a 2%, corados com brometo de etidio e visu-
alizados através de luz ultravioleta e fotodocumentados. Para
confirmacdo da identidade dos fragmentos amplificados foi
utilizado o sequenciamento de DNA. Os fragmentos de DNA
analisados apresentaram valores de similaridade e identidade
com as sequéncias ja existentes no GenBank que variaram de
93 299% com E = 1e —100.

Medidas para evitar contamina¢do entre amostras foram
seguidas conforme recomendac¢des de Kwok (1990) desde a
colheita das amostras até a obtencao dos resultados através da
corrida eletroforética do produto da PCR nested.

Para a Analise de Sensibilidade e Especificidade foi ava-
liado os resultados para obter sensibilidade, especificidade,
valores preditivo positivo e negativo da PCR X PCRuested.

RESULTADOS

Na sorologia realizada em amostras de sangue
colhidas nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 dias pds-infecgao
experimental foi possivel observar a soroconver-
sdo dos animais dos grupos infectados, sendo100%
(15/15) os animais do G2 e 33,3% (5/15) do G1,
confirmando a infec¢do via sémen. Nenhuma ove-
lha do G3 apresentou anticorpos contra 7. gondii.

No resultado da primeira amplificacdo (PCR), ob-
servou-se 0 DNA do 7. gondii em 40% (12/30) das
amostras de sangue. Na PCR nested, 93,3% (28/30)
das amostras foram positivas (Figura 1). No G3 ndo
foi detectado DNA parasitario em nenhum animal.
Observou-se que o teste mais sensivel foi a PCR
nested (100%), entretanto a PCR convencionalde-
monstrou especificidade de 100% (Tabela 1).

DISCUSSAO

Amato Neto et al. (1995) citaram que o diagnés-
tico clinico da toxoplasmoseé¢ dificil de ser realiza-
do pelo fato de as falhas reprodutivas serem con-
sequéncia de varias doencas infecciosas (Vidotto
1992), ressaltando a necessidade do emprego do
diagnostico laboratorial para elucidar as provaveis
etiologias. A toxoplasmose ovina ¢ diagnosticada
rotineiramente por métodos sorologicos, princi-
palmente a IFI, MAD e ELISA, bem como através
dos métodos diretos como o bioensaio em camun-
dongos, histopatologico, imunohistoquimica e PCR
(Pereira-Bueno et al. 2004).

Os testes sorologicos possuem grande utilizagao
pelo tipo de coleta e processamento das amostras,
embora possuam desvantagens em relacdo as técni-
cas diretas de diagnostico por detectar apenas imu-

Tabela 1. Resultado comparativo do PCR X PCR nested
na deteccdo de Toxoplasma gondii no sangue de ovelhas
infectadas com taquizoitos via sémen.

Paréametros PCR (%) PCR nested (%)
Sensibilidade 60 100
Especificidade 100 20

V.P.P 100 71,4

V.P.N 55,4 100

Figura 1. Eleroforese em gel de agarose a 2% de produtos de amplificagéo por PCR nested
de T. gondii em amostras de soro, tecidos fetais e placentarios na primeira (A) e segunda
(B) amplificagdes. Onde: Marcador de massa molecular de 100pb DNA Ladder, Promega®,
(M), Amostras positivas na primeira (1 e 3) e segunda (1, 2 e 3) amplificagbes, Amostra
negativa (4), Controle positivo (C+) e Controle negativo (C-).
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noglobulinas presentes no soro sanguineo (Da Sil-
va et al. 2002). A IFI ¢ o teste sorologico de maior
uso atualmente, embora estudos comparativos ain-
da discutem a sua escolha em relagdo ao MAD e
ELISA(Da Silva et al. 2002, 2003). Apesar da sua
grande utilizagdo essa técnica ndo confirma a causa
do aborto por 7. gondii como acontece na detec¢ao
do agente no tecido fetal ou placentario (Owen et al.
1998, Hurtado et al. 2001, Masala et al. 2003).

De acordo com Meireles (2001) a parasitemia na
infeccdo por 7. gondi tem sido detectada pela PCR,
com a vantagem de demonstrar maior sensibilidade
quando comparado ao isolamento do parasito em
cultura de tecido. Embora a utilizagdo do sangue
circulante para este proposito ainda nao seja utili-
zada no diagnostico de toxoplasmose ovina, em hu-
manos estudos comprovaram seu papel importante
no diagndstico pré-natal da toxoplasmose congéni-
ta (Wong & Remington 1994, Spaldinget al. 2002,
Kompalic-Cristo et al. 2005) e em pacientes imu-
nodeprimidos (Filice et al. 1993, Guy & Joynson
1995, Franzen et al. 1997). Um aspecto relevante
da escolha do sangue ¢ a capacidade de realizar o
diagnostico da doenga na fase aguda através da de-
teccdo dos taquizoitos no sangue circulante, o que
torna a PCR uma ferramenta para diagnostico pre-
coce, antes dos sinais clinicos que nem sempre sao
aparentes (Ho-Yenet al. 1992, Kompalic-Cristo et
al. 2005). Em experimenta¢ao com animais o estu-
do através do sangue circulante também foi relatado
um importante papel, permitindo a detec¢dao do pa-
rasito e apontando uma interpretacdo mais exata da
fase da infec¢do por 7. gondiicomo observado nesse
estudo onde as amostras de sangue foram colhidas
semanalmente para a detec¢ao da parasitemia.

Quando se analisaram os resultados da PCR em
rela¢do a primeira e a segunda amplificacdo, obser-
vou-se que a PCR nested mostrou-se mais sensivel
(100%) indicando que ¢ um 6timo exame para tria-
gem.Hurtadoet al. (2001) também demonstraram
que a PCR nested foi mais sensivel e especifica e
pode ser utilizada para confirmar casos duvidosos.
Neste estudo foram utilizados pares de iniciadores
derivados do gene B/ capazes de detectar 10 taqui-
zoitos/mL e apenas 1taquizoito/mL para o PCR e
PCR nested, respectivamente, conforme Spalding
et. al. (2006). Esta sensibilidade do nested explica
a alta percentagem (93,3%) das amostras somente
detectadas apds a segunda amplificagdo.

Variagdes nas sequéncias-alvo utilizadas na PCR
para deteccao de 7. gondiisao descritas. Entre estas

citam-se o gene P30 (Robert et al. 1996), por¢cdes
dos espacadores internos transcritos do RNA ribos-
somal (Hurtado etal. 2001). Da mesma forma o gene
B1 de funcdo desconhecida e altamente repetitivo e
conservado ¢ o mais utilizado (Kompalic-Cristo et
al. 2005).0 PCR nested aumentou a especificidade
e a sensibilidade da reagdo uma vez que o DNA-
-molde da segunda amplificacdoesta em concentra-
cOes mais elevadas e os primersda segunda etapa
tém menos chances de anelamento em sequéncias
inespecificas, dada a redu¢do do tamanho do molde
(Rodrigues et al. 20006).

O uso da PCR nested em muitos casos ¢ dis-
cutivel pelo tempo e custo dispendidos. Contudo,
Montoya et al. (2009) ao utilizar o PCR nested com
os mesmos iniciadores aqui utilizados, obtiveram
otimos resultados descrevendo que a quantidade de
DNA parasitario extraido na maioria das vezes nao
¢ suficiente para ser detectado apenas na primeira
PCR. Os resultados aqui obtidos mostram que o
nested aumentou o nimero de amostras positivas
em 53,3% em relagdao a PCR convencional. Devido
a elevada sensibilidade do PCR nested, Kompalic-
-Cristo et al. (2005) descreveram que as amostras
devem ser processadas com precaugdo para se evi-
tar contaminagdes de acidos nucléicos do parasito
por outras fontes, embora Spalding et al. (2006)
ressaltaram que sua alta especificidade limita es-
tes possiveis falsos-positivos. Outra precaucao que
deve ser discutida ¢ em relacdo ao método de extra-
cdo do DNA gendmico. Existem véarios protocolos
de extracdo do DNA, mas dependendo da quali-
dade das amostras iniciais, alguns ndo conseguem
extrair e purificar o DNA com acuracia, deixando
resquicios de substancias inibidoras, como princi-
palmente o grupamentos heme presenteem amos-
tras de sangue total que inibe a a¢do da enzima Tag
DNA-polimerase (Rodrigues et al. 2006). O uso
de kits comerciais de extragdo tem resultado numa
melhor qualidade do DNA extraido, principalmente
por obterem uma etapa de purificagdo mais eficien-
te em relagdao aos protocolos laboratoriais (Kaliaet
al. 1999, McOrist et al. 2002). Hurtadoet al. (2001)
ressaltaram que as contaminagdes ocorrem devido
a manipulacdo dos amplicons formados na primeira
PCR para a PCR nested e para minimizar isto indi-
cam a realizacao da técnica do “Unico tubo” agrega-
do aos cuidados de manipulagdo em ambiente des-
contaminado, além da realizagdo de cada etapa em
areas distintas. Neste estudo a técnica foi realizada
conforme recomendacdes de Kwok (1990).
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Bastien (2002) ressalta que o diagnostico por
PCR esta longe de ser padronizado e ainda nao exis-
te um consenso que defina as condi¢des ideais desta
técnica, mas este caminho estd sendo seguido atra-
vés de estudos e discussdes. Dessa forma conclui-se
que a PCR nested utilizada nesse estudo ¢ mais sen-
sivel na detec¢ao do parasito no sangue em ovelhas
experimentalmente infectadas por 7. gondii, mos-
trando resultado superior ao da PCR e podendo ser
utilizada com éxito em estudos dessa natureza.
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