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RESUMO

Tritrichomonas foetus é um protozoário patogênico respon-
sável por doença venérea em bovinos conhecida por
tricomonose genital bovina. A tricomonose bovina é uma do-
ença venérea causada pelo protozoário cujo habitat natural é
o trato genital. Os protocolos já desenvolvidos para o diag-
nóstico deste parasito por PCR, apesar de serem eficazes na
identificação do DNA genômico alvo, promovem algumas
amplificações inespecíficas ou são incapazes de distinguir T.
foetus das outras espécies do gênero. O presente trabalho foi
desenvolvido com o objetivo de estabelecer e otimizar proto-
colos de ensaio de PCR e nested-PCR para o diagnóstico es-

pecífico de T. foetus, empregando-se novos iniciadores, sele-
cionados do alinhamento das seqüências dos genes 18S rRNA,
5,8S rRNA, 28S rRNA e dos espaços transcritos do rDNA
(ITS1 e ITS2). Um par de iniciadores foi construído para
amplificação gênero-específica de um fragmento de 648 pa-
res de base e outros dois para a obtenção de produtos espécie-
específicos de 343 e 429 pb. Nenhuma reação cruzada foi
observada frente ao DNA genômico de Bos taurus ou de mi-
crorganismos responsáveis por infecções genitais. A sensibi-
lidade dos ensaios de PCR e de nested-PCR apresentados neste
estudo permitiu um limiar de detecção de até dois parasitos.

PALAVRAS-CHAVE: reação em cadeia da polimerase, DNAr,
diagnóstico molecular, tricomonose, bovinos.

INTRODUÇÃO

Tritrichomonas foetus (Riedmüller, 1928) é um protozoário
flagelado, agente etiológico de doença infecciosa, sexualmente
transmissível entre bovinos, denominada Tricomonose Genital
Bovina (TGB).

No Brasil, apesar da escassez de publicações sobre o tema,
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existem registros que confirmam sua importância, devido a
interferência com o desempenho reprodutivo nos plantéis
(NEVES et al., 1999). Pellegrin e Leite (2003) apresentaram
uma compilação de dados publicados por vários pesquisado-
res nacionais, com registros de prevalência para a TGB vari-
ando entre 1,88% a 24% em diferentes Estados.

Como os sinais clínicos não são patognomônicos, o diag-
nóstico conclusivo é realizado, convencionalmente, por meio
das técnicas laboratoriais de microscopia direta e cultivo sele-
tivo (PELLEGRIN, 1997). Como limitações destes métodos,
apontam-se a baixa sensibilidade da microscopia direta e as
dificuldades no cultivo que surgem quando são processadas
amostras contaminadas, com baixa concentração de parasitos
ou com parasitos inviáveis, levando quase sempre a resultados
falso-negativos (RILEY et al., 1995; FELLEISEN et al., 1998).

Recentemente a reação em cadeia da polimerase (PCR)
foi proposta como método alternativo, oferecendo como van-
tagens: maior sensibilidade e especificidade, rapidez na exe-
cução e automação (OIE, 2006). O teste de PCR oferece mai-
or probabilidade de acerto, mesmo quando aplicado a amos-
tras com parasitos inviáveis ou em cultivos com baixa con-
centração destes (PARKER et al., 2001). Esta propriedade
propicia a redução do custo e do tempo de realização do diag-
nóstico, uma vez que pode reduzir o número de cultivos
(PELLEGRIN: LEITE, 2003).

Ensaios de PCR, publicados recentemente para T. foetus
demonstraram eficiência para detecção do DNA genômico
alvo. No entanto, algumas reações indesejáveis têm sido ob-
servadas. Entre estas, amplificações inespecíficas do DNA de
bovinos e de Trichomonas vaginalis (HO et al., 1994) ou a
incapacidade de distinção entre os amplicons de T. foetus e de
outras espécies do gênero, Tritrichomonas suis e
Tritrichomonas mobilensis (FELLEISEN et al., 1998;
NICKEL et al., 2002). Grahn et al. (2005) descreveram um
protocolo de PCR para a detecção genérica de DNA, capaz
de distinguir microrganismos dos gêneros Trichomonas,
Tritrichomonas e Tetratrichomonas.

A escolha de iniciadores para a amplificação de DNA alvo
de tricomonadídeos pela PCR tem sido realizada, com fre-
qüência, a partir de seqüências dos genes correspondentes aos
RNA ribossômicos (FELLEISEN et al., 1998; NICKEL et al.,
2002; GRAHN et al., 2005). Esta opção se fundamenta no
alto grau de conservação 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 seqüências dos genes 18S RNAr, 5,8S RNAr,
28S RNAr e os respectivos espaços transcritos ITS1 e ITS2 de
T. foetus,  avaliar e otimizar novos protocolos para ensaios da
PCR e nested-PCR, para o diagnóstico específico de T. foetus.

MATERIAL E MÉTODOS
Amostras de DNA de referência

Para a avaliação dos ensaios da PCR propostos neste es-
tudo, incluindo os testes de especificidade, foram utilizadas

amostras de referência de DNA genômico de Bos taurus e
dos microrganismos comumente presentes em infecções
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 e 50151) e T. suis (ATCC
30169).

Extração de DNA genômico
As amostras do DNA genômico dos microrganismos em-

pregados no experimento foram extraídas pelo “kit” de extra-
ção GFXTM (Amersham Biosciences), a partir de culturas puras.
Os produtos de extração (eluatos) foram armazenados a –20
ºC, em alíquotas de 5 μL – volume utilizado nos testes de PCR.

Seqüências utilizadas para desenho dos iniciadores
Para a construção dos novos iniciadores gênero e espécie-

específicos obteve-se inicialmente, por acesso online ao
GenBank (NCBI, 2005), as seqüências referentes aos genes
18S RNAr, 5,8S RNAr, 28S RNAr e aos espaços transcritos
ITS1 e ITS2 das espécies do gênero Tritrichomonas e de ou-
tros tricomonadídeos. Dessa forma, foram obtidas as seqüên-
cias registradas sob os seguintes números de acesso:
AY055799, AF466751, U85967 e 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 seqüências foram submetidas ao alinhamento genético

pelo método de Clustal, empregando-se o software Megalin
(DNAStar, Inc.). A seleção dos iniciadores seguiu critérios
previamente estabelecidos por Lisby (1999) e Florida State
University (2004). Os iniciadores selecionados foram, então,
submetidos a avaliações 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: gênero-específicos (TGF –
foward e TGR – reverse) e espécie-específicos para T. foetus
(TEF - foward e TER2 - reverse) (Tabela 1).

Diferentes combinações entre iniciadores foram avaliadas
visando a obtenção de produtos de diferentes tamanhos. O
par TGF/TGR foi empregado para amplificação de fragmen-
to gênero-específico de 628 pb e os pares TEF/TGR e TEF/
TER2 para fragmentos espécie-específicos de 429 e 343 pb,
respectivamente (Tabela 2).
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Protocolo para PCR
Estabeleceu-se inicialmente um protocolo padrão para as

reações de PCR por meio de adaptações dos procedimentos
descritos por Brent et al. (1994). A temperatura de anelamento
(T

a
) foi calculada em função da quantidade das bases

nitrogenadas conforme Ogliari et al. (2000).
O mix da reação padrão de PCR ficou estabelecido para

um volume final de 50 μL com os seguintes reagentes e con-
centrações finais: 20 mM Tris-HCl + 50 mM KCl (PCR buffer,
Invitrogen); 2 mM MgCl

2
; 0,2 mM dNTP (Amersham

Biosciences); 200 mM para cada iniciador; 1,25 U de Taq
DNA Polimerase (Invitrogen); água ultra pura esterilizada
q.s.p. (DNase/RNase-Free Distilled Water – Invitrogen). As
amostras de DNA genômico foram inoculadas no volume de
5 μL.

As reações de amplificação foram realizadas em
termociclador nas seguintes condições: desnaturação inicial
por dois minutos a 94 °C, seguido de 40 ciclos repetidos com
temperaturas de 94°C por 30 segundos (desnaturação), 30
segundos (anelamento) e um minuto a 72 °C (extensão), fina-
lizando a reação com uma etapa de extensão adicional a 72
°C por cinco minutos. Como controle positivo para as rea-
ções foi utilizado o DNA genômico extraído de amostra de
referência de T. foetus (ATCC 30166). Água ultra pura esteri-
lizada (DNase/RNase-Free Distilled Water – Invitrogen) foi
utilizada como controle negativo.

Otimização do ensaio de PCR
Os iniciadores construídos neste estudo foram submeti-

dos a avaliações de especificidade pela reação da PCR em-
pregando-se as diferentes amostras de referência de DNA
genômico citadas anteriormente.

Para a comprovação da identidade molecular, o produ-
to da PCR obtido com o par de iniciadores espécie-especí-
fico TEF/TGR foi sequenciado (Sequenciador automático
Megabace 1000 – Amersham Biotech®) e a seqüência de
nucleotídeos obtida foi submetida à avaliação pelo méto-
do do algoritmo BLAST®, de acordo com Altschul et al.
(1990).

O processo de otimização foi realizado conforme Persing
(1993), avaliando-se diferentes concentrações de MgCl

2
, va-

riações na T
a 
e nos ciclos de temperatura no processo de am-

plificação.
As avaliações sobre o limiar de sensibilidade analítica das

reações foram realizadas empregando-se amostras do DNA
genômico de T. foetus extraído de amostra de cultura com
concentração estimada por contagem em Câmara de Neubauer,
segundo Ferreira Neto et al. (1977). As reações foram execu-
tadas em 5 diluições seriadas, na razão 10, a partir da concen-
tração inicial de 3.750 parasitos/mm3 (H”234 parasitos/5 μL),
conforme Felleisen et al. (1998).

Protocolo de Nested-PCR
Foi estabelecido um protocolo para ensaio de nested-PCR

com base nos princípios descritos por Persing (1993), utili-
zando-se na primeira etapa de reação o par de iniciadores gê-
nero-específico e na segunda, os iniciadores internos espécie-
específicos TEF/TGR.

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

Análise dos produtos amplificados
Os produtos da PCR foram submetidos à 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 observação e documentação
da eletroforese foram realizadas em transiluminador UV, após
a coloração em brometo de etídio a 0,4μg/mL.

As reações, em todas as etapas de avaliação, foram reali-
zadas em três repetições, sendo considerados válidos apenas
os resultados com 100% de repetibilidade.

Tabela 1. Seqüências de oligonucleotídeos iniciadores selecionados para a am-
plificação de fragmentos dos genes de Tritrichomonas foetus pela reação de
PCR.

Gene e nº de Iniciador Seqüências Posição T
a
 (°C)

acesso no no gene
GenBank

18S RNAr(AF466751) TGF 5´-cac gtt atc tag agg aag ga-3´ 1459-1478 53
28S RNAr(Z18239) TGR 5´-ggc agc att ctc aag ctg c-3´ 211-193 51
5,8S RNAr(AF466751) TEF 5´-gcg ata agc ggc tgg att ag-3´ 1658-1677 57
28S RNAr(Z18239) TER2 5’-cga ctc cag tta cgc tat g-3’ 125-107 53

TGF = “primer foward” gênero-específico; TGR = “primer reverse”gênero-específico; TEF
= “primer forwar”d espécie-específico; TER2 = “primer reverse” espécie-específico; T

a
 =

temperatura de anelamento.

Tabela 2. Resultados de ensaios de PCR para a avaliação de
diferentes combinações de pares de iniciadores gênero e
espécie-específicos para T. foetus.

Pares de Especificidade Resultados Produto
niciadores esperada de PCR de PCR

TGF/TGR gênero-específico positivo 628 pb
TEF/TGR espécie-específico positivo 429 pb
TEF/TER2 espécie-específico positivo 343 pb
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RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados dos testes da PCR empregando quaisquer
das combinações de iniciadores avaliadas (TGF/TGR, TEF/
TGR, TEF/TER) apresentaram resultados negativos frente ao
DNA genômico 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 reações positivas em todas
as repetições do teste com as amostras de referência 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, não registrou ocorrência de ban-
das inespecíficas nas amostras utilizadas como controles.

Estes resultados demonstraram a eficiência dos iniciado-
res e protocolos aplicados nos testes da PCR para a discrimi-
nação de T. foetus entre os demais microrganismos que nor-
malmente estão envolvidos em infecções do trato genital de
bovinos.

Nenhuma amplificação inespecífica com DNA de bovino
foi observada, garantindo, assim, a ausência dos resultados
indesejáveis reportados por Ho et al. (1994) e Felleisen et al.
(1998).

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

Tritrichomonas suis e T. foetus são tricomonadídeos en-
contrados, respectivamente, como comensal no trato
gastrintestinal de suínos e como agente patogênico no apare-
lho genital de bovinos. A relação taxonômica entre estes or-
ganismos tem sido motivo de controvérsias desde quando fo-
ram originalmente descritos Gruby e Delafond (1843) e por

Riedmüller (1928), respectivamente. Estudos recentes têm
demonstrado semelhanças entre ambos, com relação a todos
os parâmetros avaliados, como morfologia (micro e ultra-es-
trutura), potencial patogênico, virulência, especificidade pa-
rasitária, características do cultivo in vitro, imunologia, bio-
química e biologia molecular (XU et al., 1998; TACHEZY et
al., 2002; LUN et al., 2005). Existe, portanto, evidências ci-
entíficas que sustentam a hipótese de se considerar T. suis e T.
foetus como sinônimos. Esta questão encontra-se atualmente
sob avaliação taxonômica na Comissão Internacional de No-
menclatura Zoológica.

A falha na discriminação entre o DNA de T. foetus e T.
suis, pelo ensaio de PCR espécie-específico proposto neste
trabalho, corrobora as observações dos autores supracitados.
Outros estudos referentes ao diagnóstico de T. foetus por PCR
já haviam chegado a conclusões semelhantes (FELLEISEN
et al., 1998; NICKEL et al., 2002, GRAHN et al., 2005).

A avaliação, pelo algoritmo BLAST, da sequência do pro-
duto da PCR obtida com o par de iniciadores espécie-especí-
fico TEF/TGR, confirmou a identidade máxima para a
sequência de T. foetus depositada no GenBank sob o número
Z18239.

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

Os ensaios da PCR, assim como da nested-PCR, apresen-
taram resultados positivos para as amostras de DNA genômico
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 visualização do produto de nested-PCR foi superior.
Este fato pode ser atribuído à maior sensibilidade do primeiro
em relação ao segundo, conforme Persing (1993) e  Rebouças
(2001).

Figura 1. Eletroforese de fragmentos de 429 pb de Tritrichomonas foetus obtidos na avaliação de sensibilidade
dos testes de PCR e de nested-PCR em amostras com diferentes concentrações 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 resíduo de ampli-
ficação 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 resíduo da amplificação na primei-
ra etapa da reação (Figura 1-B).

Os resultados das avaliações de sensibilidade analítica
foram próximos aos publicados por Ho et al. (1994), Felleisen
et al. (1998) e Nickel et al. (2002) referentes às reações sim-
ples da PCR, e por Gookin et al. (2002) com relação ao nested-
PCR, os quais foram sensíveis para detectar um único parasi-
to. Os testes de sensibilidade realizados neste estudo foram
executados empregando-se diluições seriadas previamente
estabelecidas no delineamento experimental. O nível de sen-
sibilidade foi determinado em função dos resultados positi-
vos referentes às diluições testadas e sua equivalência ao nú-
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 nível máximo esperado, uma vez que
a maior diluição positiva foi a de 10-2 (~2 parasitos), e que a
diluição seguinte de 10-3, cujo resultado foi negativo, era cor-
respondente a menos de 1 parasito (~0,2).

CONCLUSÕES

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

Os novos pares de iniciadores TEF/TER2 e TEF/TGR são
efetivos para reações de a amplificação pela PCR dos respec-
tivos fragmentos de 343 e 429 pb, espécie-específicos, locali-
zados na seqüência dos genes 5,8S rRNA, 28S rRNA e o se-
gundo espaço transcrito ITS2 de T. foetus.

As combinações dos pares de iniciadores TGF/TGR e TEF/
TGR são adequados para a detecção de um produto final, es-
pécie-específico, de 429 pb da seqüência dos genes 5,8S
rRNA, 28S rRNA e do segundo espaço transcrito do rDNA –
ITS2 de T. foetus por meio da reação da nested-PCR.
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