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CONSTRUGAO DE INICIADORES E OTIMIZACAO DE ENSAIOS DE PCR E DE
NESTED-PCR PARA A DETECCAO ESPECIFICA DE Tritrichomonas foetus

PAULA ROGERIO FERNANDES!; ANDREA CAETANO DA SILVA?; MARIA LUCIA GAMBARINIZ;
GUIDO FONTGALLAND C. LINHARES*

ABSTRACT:- FERNANDES, P.R.; SILVA, A.C.; GAMBARINI, M.L.G.;; LINHARES, GF.C. [Primers design
and optimization of PCR and nested-PCR assays for the specific detection of Tritrichomonas foetus]. Cons-
trucdo de iniciadores e otimizagdo de ensaios de per e de nested-PCR para a detecgdo especifica de Tritrichomonas
foetus. Revista Brasileira de Parasitologia Veterindria, v. 17, n. 3, p.133-138, 2008. Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva, Escola de Veterinaria, Universidade Federal de Goias. Campus Samambaia s/n. Goiania,
GO, 74.001-970. Brasil. E-mail: guidofcl@vet.ufg.br.

Tritrichomonas foetus is a pathogenic protozoan that causes a venereal disease in cattle known as bovine genital
tricomonosis. In spite of the efficacy to recognize the target genomic DNA, the protocols so far developed for the
diagnosis of this organism by PCR promote some inespecific amplifications or they are unable to discriminate T.
foetus against other species within the genus. The objective of this study was to assess and optimize PCR and
nested-PCR assays for the specific diagnosis of T. foetus, using novel primers selected from the alignment of
sequences of the genes 18S rRNA, 5.8S rRNA, 28S rRNA and of the internal transcribed spacers of the IDNA
(ITS1 and ITS2). A pair of primers was constructed for the genus-specific amplification of a 648 bp fragment and
two others to amplify T. foetus species-specific fragments of 343 and 429 bp. No cross amplification was observed
against Bos taurus genomic DNA neither against the DNA of usual bovine genital pathogens. Both, single and

nested-PCR assays, presented analytical sensitivity to detect at least two T. foetus organisms.

KEY WORDS: Polymerase chain reaction, rDNA, molecular diagnosis, trichomonosis, bovine.

RESUMO

Tritrichomonas foetus ¢ um protozoario patogénico respon-
savel por doenga venérea em bovinos conhecida por
tricomonose genital bovina. A tricomonose bovina ¢ uma do-
enga venérea causada pelo protozoario cujo habitat natural é
o trato genital. Os protocolos ja desenvolvidos para o diag-
noéstico deste parasito por PCR, apesar de serem eficazes na
identificacdo do DNA genomico alvo, promovem algumas
amplificagdes inespecificas ou sdo incapazes de distinguir T.
foetus das outras espécies do género. O presente trabalho foi
desenvolvido com o objetivo de estabelecer e otimizar proto-
colos de ensaio de PCR e nested-PCR para o diagnéstico es-
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pecifico de T. foetus, empregando-se novos iniciadores, sele-
cionados do alinhamento das seqiiéncias dos genes 18S rRNA,
5,8S rRNA, 28S rRNA ¢ dos espagos transcritos do rDNA
(ITS1 e ITS2). Um par de iniciadores foi construido para
amplificagdo género-especifica de um fragmento de 648 pa-
res de base ¢ outros dois para a obtencao de produtos espécie-
especificos de 343 e 429 pb. Nenhuma reagio cruzada foi
observada frente ao DNA gendmico de Bos taurus ou de mi-
crorganismos responsaveis por infecgdes genitais. A sensibi-
lidade dos ensaios de PCR e de nested-PCR apresentados neste
estudo permitiu um limiar de detecgdo de até dois parasitos.

PALAVRAS-CHAVE: reagdo em cadeia da polimerase, DNAr,
diagnostico molecular, tricomonose, bovinos.

INTRODUCAO

Tritrichomonas foetus (Riedmiiller, 1928) é um protozoario
flagelado, agente etiologico de doenga infecciosa, sexualmente
transmissivel entre bovinos, denominada Tricomonose Genital
Bovina (TGB).

No Brasil, apesar da escassez de publicagdes sobre o tema,

Rev. Bras. Parasitol. Vet., 17, 3, 133-138 (2008)
(Brazil. J. Vet. Parasitol.)



134

existem registros que confirmam sua importancia, devido a
interferéncia com o desempenho reprodutivo nos plantéis
(NEVES et al., 1999). Pellegrin e Leite (2003) apresentaram
uma compilac¢do de dados publicados por varios pesquisado-
res nacionais, com registros de prevaléncia para a TGB vari-
ando entre 1,88% a 24% em diferentes Estados.

Como os sinais clinicos ndo sdo patognomonicos, o diag-
ndstico conclusivo ¢ realizado, convencionalmente, por meio
das técnicas laboratoriais de microscopia direta e cultivo sele-
tivo (PELLEGRIN, 1997). Como limitagdes destes métodos,
apontam-se a baixa sensibilidade da microscopia direta ¢ as
dificuldades no cultivo que surgem quando sdo processadas
amostras contaminadas, com baixa concentra¢ao de parasitos
ou com parasitos inviaveis, levando quase sempre a resultados
falso-negativos (RILEY etal., 1995; FELLEISEN etal., 1998).

Recentemente a reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
foi proposta como método alternativo, oferecendo como van-
tagens: maior sensibilidade e especificidade, rapidez na exe-
cugdo e automacao (OIE, 2006). O teste de PCR oferece mai-
or probabilidade de acerto, mesmo quando aplicado a amos-
tras com parasitos inviaveis ou em cultivos com baixa con-
centracdo destes (PARKER et al., 2001). Esta propriedade
propicia a redugao do custo e do tempo de realizagdo do diag-
noéstico, uma vez que pode reduzir o numero de cultivos
(PELLEGRIN: LEITE, 2003).

Ensaios de PCR, publicados recentemente para T. foetus
demonstraram eficiéncia para deteccdo do DNA gendmico
alvo. No entanto, algumas reac¢des indesejaveis tém sido ob-
servadas. Entre estas, amplificagdes inespecificas do DNA de
bovinos e de Trichomonas vaginalis (HO et al., 1994) ou a
incapacidade de distingdo entre os amplicons de T. foetus e de
outras espécies do género, Tritrichomonas suis e
Tritrichomonas mobilensis (FELLEISEN et al., 1998;
NICKEL et al., 2002). Grahn et al. (2005) descreveram um
protocolo de PCR para a detecgdo genérica de DNA, capaz
de distinguir microrganismos dos géneros Trichomonas,
Tritrichomonas e Tetratrichomonas.

A escolha de iniciadores para a amplificagao de DNA alvo
de tricomonadideos pela PCR tem sido realizada, com fre-
qiiéncia, a partir de seqiiéncias dos genes correspondentes aos
RNA ribossomicos (FELLEISEN etal., 1998; NICKEL et al.,
2002; GRAHN et al., 2005). Esta op¢ao se fundamenta no
alto grau de conservagdo destes genes, entre isolados da mes-
ma espécie, tornando-os adequados aos estudos filogenéticos
(FELLEISEN, 1997).

O presente estudo teve como objetivos construir novos ini-
ciadores a partir de seqiiéncias dos genes 18S RNAr, 5,8S RNAr,
28S RNAr e os respectivos espagos transcritos ITS1 e ITS2 de
T. foetus, avaliar e otimizar novos protocolos para ensaios da
PCR ¢ nested-PCR, para o diagnostico especifico de T. foetus.

MATERIAL E METODOS
Amostras de DNA de referéncia
Para a avaliag@o dos ensaios da PCR propostos neste es-
tudo, incluindo os testes de especificidade, foram utilizadas
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amostras de referéncia de DNA gendmico de Bos taurus e
dos microrganismos comumente presentes em infecgdes
genitais de bovinos: Herpesvirus bovino tipo-1; Brucella
abortus; B. melitensis; B. neotomae; B. ovis; B. suis, B. ca-
nis; sorovares de Leptospira interrogans (andamana,
australis, autumnalis, bratislava, butembo, canicola,
castellonis, cinoptery, copenhageni, djasiman,
grippotyphosa, hardjo, hebdomadis, icterohaemorrhagiae,
javanica, panama, patoc, pomona, pyrogenes, sentot,
shermani, tarassovi, witcombi, wolffi); Campylobacter fetus
venerealis; C. f. fetus; Ureaplasma diversum; M.ycoplasma
bovigenitalium; M. bovis; Listeria monocytogenes; Neospora
caninum; T. foetus (ATCCs 30166 ¢ 50151) e T. suis (ATCC
30169).

Extracdo de DNA genémico

As amostras do DNA gendmico dos microrganismos em-
pregados no experimento foram extraidas pelo “kit” de extra-
¢do GFX™ (Amersham Biosciences), a partir de culturas puras.
Os produtos de extragdo (cluatos) foram armazenados a —20
°C, em aliquotas de 5 pL — volume utilizado nos testes de PCR.

Sequéncias utilizadas para desenho dos iniciadores

Para a construg@o dos novos iniciadores género e espécie-
especificos obteve-se inicialmente, por acesso online ao
GenBank (NCBI, 2005), as seqiiéncias referentes aos genes
18S RNAr, 5,8S RNATr, 28S RNAr e aos espagos transcritos
ITS1 e ITS2 das espécies do género Tritrichomonas e de ou-
tros tricomonadideos. Dessa forma, foram obtidas as seqiién-
cias registradas sob os seguintes nimeros de acesso:
AY 055799, AF466751, U85967 ¢ Z18239 (T. foetus);
AY055800 e U85966 (T. suis); AY055801 e U86612 (T.
mobilensis); AY055802 e Z18261 (T. augusta); Z18255 (T.
muris) U86613 (T.richomonas vaginalis); U86614 (T.
gallinae); U86615 (T. tenax); AF340154 (Tetratrichomonas
sp.) e AF342741 (Pentatrichomonas hominis).

Desenho dos iniciadores

As seqiiéncias foram submetidas ao alinhamento genético
pelo método de Clustal, empregando-se o software Megalin
(DNAStar, Inc.). A selegdo dos iniciadores seguiu critérios
previamente estabelecidos por Lisby (1999) e Florida State
University (2004). Os iniciadores selecionados foram, entao,
submetidos a avaliagdes de identidade molecular empregan-
do-se a ferramenta BLAST® (Basic Local Alignment Search
Tool) do GenBank (NCBI, 2005). Dessa forma foram defini-
dos os seguintes iniciadores: género-especificos (TGF —
foward e TGR — reverse) e espécie-especificos para T. foetus
(TEF - foward e TER?2 - reverse) (Tabela 1).

Diferentes combinagdes entre iniciadores foram avaliadas
visando a obten¢do de produtos de diferentes tamanhos. O
par TGF/TGR foi empregado para amplificagao de fragmen-
to género-especifico de 628 pb ¢ os pares TEF/TGR e TEF/
TER?2 para fragmentos espécie-especificos de 429 e 343 pb,
respectivamente (Tabela 2).
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Tabela 1. Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores selecionados para a am-
plificacdo de fragmentos dos genes de Tritrichomonas foetus pela reacéo de
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PCR.

Gene e n° de Iniciador
acesso no

GenBank

Seqiéncias

Posicdo T, (°C)
no gene

18S RNAr(AF466751) TGF
28S RNAr(Z18239) TGR
5,8S RNAr(AF466751) TEF
28S RNAr(Z18239)  TER2

5’-cac gtt atc tag agg aag ga-3° 1459-1478 53
5’-ggc agc att ctc aag ctg c-3”
5’-gcg ata agc ggc tgg att ag-3° 1658-1677 57
5’-cga ctc cag tta cgc tat g-3’

211-193 51

125-107 53

TGF = “primer foward” género-especifico; TGR = “primer reverse”género-especifico; TEF
= “primer forwar"d espécie-especifico; TER2 = “primer reverse” espécie-especifico; T, =

temperatura de anelamento.

Tabela 2. Resultados de ensaios de PCR para a avaliagdo de
diferentes combinac¢des de pares de iniciadores género e
espécie-especificos para T. foetus.

Pares de Especificidade Resultados Produto
niciadores esperada de PCR de PCR
TGF/TGR género-especifico positivo 628 pb
TEF/TGR espécie-especifico positivo 429 pb
TEF/TER2 espécie-especifico positivo 343 pb

Protocolo para PCR

Estabeleceu-se inicialmente um protocolo padrao para as
reacdes de PCR por meio de adaptagdes dos procedimentos
descritos por Brent et al. (1994). A temperatura de anelamento
(T,) foi calculada em fungdo da quantidade das bases
nitrogenadas conforme Ogliari et al. (2000).

O mix da reago padrao de PCR ficou estabelecido para
um volume final de 50 pL com os seguintes reagentes e con-
centragdes finais: 20 mM Tris-HCI + 50 mM KCI (PCR buffer,
Invitrogen); 2 mM MgCl; 0,2 mM dNTP (Amersham
Biosciences); 200 mM para cada iniciador; 1,25 U de Taq
DNA Polimerase (Invitrogen); agua ultra pura esterilizada
q.s.p- (DNase/RNase-Free Distilled Water — Invitrogen). As
amostras de DNA gendémico foram inoculadas no volume de
5 uL.

As reagdes de amplificacdo foram realizadas em
termociclador nas seguintes condig¢des: desnaturacdo inicial
por dois minutos a 94 °C, seguido de 40 ciclos repetidos com
temperaturas de 94°C por 30 segundos (desnaturagao), 30
segundos (anelamento) e um minuto a 72 °C (extensao), fina-
lizando a reacdo com uma etapa de extensdo adicional a 72
°C por cinco minutos. Como controle positivo para as rea-
¢oes foi utilizado o DNA gendmico extraido de amostra de
referéncia de T. foetus (ATCC 30166). Agua ultra pura esteri-
lizada (DNase/RNase-Free Distilled Water — Invitrogen) foi
utilizada como controle negativo.

Otimizacédo do ensaio de PCR

Os iniciadores construidos neste estudo foram submeti-
dos a avaliagdes de especificidade pela reagdo da PCR em-
pregando-se as diferentes amostras de referéncia de DNA
gendmico citadas anteriormente.

Para a comprovacdo da identidade molecular, o produ-
to da PCR obtido com o par de iniciadores espécie-especi-
fico TEF/TGR foi sequenciado (Sequenciador automatico
Megabace 1000 — Amersham Biotech®) e a seqiiéncia de
nucleotideos obtida foi submetida a avaliacdo pelo méto-
do do algoritmo BLAST®, de acordo com Altschul et al.
(1990).

O processo de otimizacao foi realizado conforme Persing
(1993), avaliando-se diferentes concentragdes de MgCl,, va-
riagdes na T e nos ciclos de temperatura no processo de am-
plificagao.

As avaliagdes sobre o limiar de sensibilidade analitica das
reagdes foram realizadas empregando-se amostras do DNA
gendmico de T. foetus extraido de amostra de cultura com
concentragdo estimada por contagem em Camara de Neubauer,
segundo Ferreira Neto et al. (1977). As reagdes foram execu-
tadas em 5 dilui¢des seriadas, na razdo 10, a partir da concen-
tragéo inicial de 3.750 parasitos/mm? (H”234 parasitos/5 uL),
conforme Felleisen et al. (1998).

Protocolo de Nested-PCR

Foi estabelecido um protocolo para ensaio de nested-PCR
com base nos principios descritos por Persing (1993), utili-
zando-se na primeira etapa de reagdo o par de iniciadores gé-
nero-especifico e na segunda, os iniciadores internos espécie-
especificos TEF/TGR.

O mix ¢ o programa utilizado no termociclador para as
etapas de nested-PCR foram os mesmos empregados para a
reacdo da PCR, ajustando-se o nimero de ciclos para 40 na
primeira etapa e 25 na segunda.

Andlise dos produtos amplificados

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose a 1,5% (Agarose NA— Amersham Biosciences),
utilizando-se marcador de massa molecular de 100 pb (DNA
Ladder 100 bp — Invitrogen). A observagdo e documentagéo
da eletroforese foram realizadas em transiluminador UV, apds
a coloracdo em brometo de etidio a 0,4pg/mL.

As reagdes, em todas as etapas de avaliacdo, foram reali-
zadas em trés repetigdes, sendo considerados validos apenas
os resultados com 100% de repetibilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos testes da PCR empregando quaisquer
das combinagoes de iniciadores avaliadas (TGF/TGR, TEF/
TGR, TEF/TER) apresentaram resultados negativos frente ao
DNA gendmico de Bos taurus e dos microrganismos
Herpesvirus bovino tipo-1, B. abortus, B. melitensis, B.
neotomae, B. ovis, B. suis, B. canis, todos os sorovares de L.
interrogans testados, C. fetus venerealis, C. f. fetus, U.
diversum, M. bovigenitalium, M. bovis, L. monocytogenes e
Neospora caninum.

Por outro lado, os mesmos pares de iniciadores TGF/TGR,
TEF/TGR TEF/TER2 promoveram rea¢des positivas em todas
as repeti¢des do teste com as amostras de referéncia do T. foetus
empregadas, gerando os produtos esperados de 628, 429 e 343
pb, respectivamente (Tabela 2). A eletroforese dos produtos da
PCR, visualizada sob luz UV, ndo registrou ocorréncia de ban-
das inespecificas nas amostras utilizadas como controles.

Estes resultados demonstraram a eficiéncia dos iniciado-
res e protocolos aplicados nos testes da PCR para a discrimi-
nacdo de T. foetus entre os demais microrganismos que nor-
malmente estdo envolvidos em infec¢des do trato genital de
bovinos.

Nenhuma amplificagdo inespecifica com DNA de bovino
foi observada, garantindo, assim, a auséncia dos resultados
indesejaveis reportados por Ho et al. (1994) e Felleisen et al.
(1998).

Com os pares espécie-especificos de iniciadores TEF/TGR
e TEF/TER2 obteve-se os fragmentos alvo de 429 pb e 343
pb, respectivamente, a partir do DNA gendmico das amostras
de referéncia de T. foetus (ATCC 30166 e 50151) e T. suis
(ATCC 30169).

Tritrichomonas suis e T. foetus sdo tricomonadideos en-
contrados, respectivamente, como comensal no trato
gastrintestinal de suinos e como agente patogénico no apare-
lho genital de bovinos. A relacdo taxonomica entre estes or-
ganismos tem sido motivo de controvérsias desde quando fo-
ram originalmente descritos Gruby e Delafond (1843) e por

1 2 3 4 5 6

628 pb—
429 pb—

Fernandes et al.

Riedmiiller (1928), respectivamente. Estudos recentes tém
demonstrado semelhangas entre ambos, com relagdo a todos
os parametros avaliados, como morfologia (micro e ultra-es-
trutura), potencial patogénico, viruléncia, especificidade pa-
rasitaria, caracteristicas do cultivo in vitro, imunologia, bio-
quimica e biologia molecular (XU et al., 1998; TACHEZY et
al., 2002; LUN et al., 2005). Existe, portanto, evidéncias ci-
entificas que sustentam a hip6tese de se considerar T. suise T.
foetus como sindnimos. Esta questdo encontra-se atualmente
sob avaliagdo taxondmica na Comissdo Internacional de No-
menclatura Zoologica.

A falha na discriminagdo entre 0 DNA de T. foetus e T.
suis, pelo ensaio de PCR espécie-especifico proposto neste
trabalho, corrobora as observagdes dos autores supracitados.
Outros estudos referentes ao diagnostico de T. foetus por PCR
ja haviam chegado a conclusdes semelhantes (FELLEISEN
et al., 1998; NICKEL et al., 2002, GRAHN et al., 2005).

A avaliagao, pelo algoritmo BLAST, da sequéncia do pro-
duto da PCR obtida com o par de iniciadores espécie-especi-
fico TEF/TGR, confirmou a identidade maxima para a
sequéncia de T. foetus depositada no GenBank sob o nimero
718239.

Os resultados referentes ao ensaio da nested-PCR, avalia-
do neste experimento, demonstraram efetividade do teste para
a amplificacdo do fragmento alvo de 429 pb, obtido na segun-
da etapa de reag@o com o par de iniciadores espécie-especifi-
co interno TEF/TGR.

Os ensaios da PCR, assim como da nested-PCR, apresen-
taram resultados positivos para as amostras de DNA gendmico
de T. foetus correspondentes até dois parasitos, sendo este o
limiar de sensibilidade detectado (Figura 1-A e B).

Apesar da leitura dos resultados de sensibilidade da nested-
PCR terem sido equivalentes aos de PCR simples, a intensi-
dade de visualiza¢ao do produto de nested-PCR foi superior.
Este fato pode ser atribuido a maior sensibilidade do primeiro
em relacdo ao segundo, conforme Persing (1993) e Rebougas
(2001).

Figura 1. Eletroforese de fragmentos de 429 pb de Tritrichomonas foetus obtidos na avaliacdo de sensibilidade
dos testes de PCR e de nested-PCR em amostras com diferentes concentra¢des de parasitos. (A) PCR simples:
1- marcador de 100 bp; 2- 234 parasitos; 3- 23 parasitos; 4- dois parasitos; 5- 0,2 parasito; 6- controle negativo.
(B) nested-PCR: 1- marcador de 100 bp; 2- 234 parasitos e fragmento de 628 pb referente ao residuo de ampli-
ficagdo da primeira etapa do nested-PCR; 3- 23 parasitos; 4- dois parasitos; 5- 0,2 parasito; 6- controle negativo.
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Na eletroforese do teste de nested-PCR com amostras de
DNA correspondente a ~234 parasitos, registrou-se banda
extra de 628 pb, relativa a residuo da amplificagdo na primei-
ra etapa da reagdo (Figura 1-B).

Os resultados das avaliagdes de sensibilidade analitica
foram préximos aos publicados por Ho et al. (1994), Felleisen
et al. (1998) e Nickel et al. (2002) referentes as reagdes sim-
ples da PCR, e por Gookin et al. (2002) com relagdo ao nested-
PCR, os quais foram sensiveis para detectar um inico parasi-
to. Os testes de sensibilidade realizados neste estudo foram
executados empregando-se dilui¢des seriadas previamente
estabelecidas no delineamento experimental. O nivel de sen-
sibilidade foi determinado em fungdo dos resultados positi-
vos referentes as dilui¢des testadas e sua equivaléncia ao ni-
mero de parasitos estimado, conforme Felleisen et al. (1998).
Portanto o limiar de sensibilidade demonstrado neste estudo,
tanto para o ensaio otimizado da PCR como para nested-PCR,
pode ser considerado o nivel maximo esperado, uma vez que
a maior dilui¢@o positiva foi a de 10 (~2 parasitos), e que a
diluigdo seguinte de 10, cujo resultado foi negativo, era cor-
respondente a menos de 1 parasito (~0,2).

CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos e considerando-se as
condigdes em que o trabalho foi desenvolvido, pdde-se con-
cluir que:

Os novos pares de iniciadores TEF/TER2 e TEF/TGR sao
efetivos para reagdes de a amplificagdo pela PCR dos respec-
tivos fragmentos de 343 e 429 pb, espécie-especificos, locali-
zados na seqiiéncia dos genes 5,8S rRNA, 28S rRNA ¢ o se-
gundo espago transcrito ITS2 de T. foetus.

As combinagdes dos pares de iniciadores TGF/TGR e TEF/
TGR sao adequados para a detecgdo de um produto final, es-
pécie-especifico, de 429 pb da seqiiéncia dos genes 5,8S
rRNA, 28S rRNA e do segundo espago transcrito do rDNA —
ITS2 de T. foetus por meio da reacdo da nested-PCR.
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