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RESUMO

A tripanossomose ¢ dos maiores constragimento nas actividades agropecuérias

- baseadas na criacio de gado em Africa. Mogambique é um dos 37 paises africanos afectados

pela doenga. O pais faz parte dum vasto-teritorio tiabitado pelas moscas tsetsé (Glossina spp)
vectores da doenga — o cinturdo tsetsé. Glossina spp transmitem ciclicamente protozodrios do
género Trypanosoma, que sio os hemoparasitas patogénicas agentes da doenga. Em Africa
ocorrem 11 espécies, sendo que em Mogambique como agentes da tripanossomose bovina
ocorrem principalmente as espécies Tryoanosoma congolense e T. vivax.

Para o diagndstico da tripanossomose s@o aplicadas varias técnicas que diferem na
sensibilidade, facilidade e custo de aplicagdio, factores que juntamente com o proposito do
diagnostico lideram a escolha da técnica apropriado. Neste hambito as técnicas de detecgiio
de tripanossomas baseadas no ADN (Hibridagdo de Acidos Nucléicos e PCR), surgem como
técnicas de alta sensibilidade e especificidade comparativamente a todas outras
(parasitologicas, cultura in-vivo, detecgiio de antigenos, sorologicos), sendo por isso
recomendadas para estudos epidemiologicos e de tipificagdo/distribuigao.

No presente trabalho foi avaliada a aplicabilidade da PCR no diagnéstico laboratorial
de tripanossomose bovina causada por I. congolense e T. vivax concluindo-se que, a
aplicagdo desta técnica no pais deve ser encorajada, ainda que, ndo de forma rotineira devido
aos altos custos, mas sim para estudos especificos. Avaliou-se a performance de primers para
diagnostico universal (ITS 1 cf/br) e primers para diagnostico espécie especifico (primers da
PCR Cat L), tendo cocluide que os ultimos apresentam-se melhores tanto em termos de
sensibilidade como em qualidade e quantidade dos amplicons.

Foi ainda avaliada a influéncia do método de extrac¢io de ADN na performance da
PCR relativamente a dois métodos — extraccdo de sangue total e extracgdo por fervura de
discos de palel de filtro impregnados — tendo concluido que esta ultima é completamente
desaconselhavel pois apresenta niveié muito baixos de sensibilidade indepedentemente do
tipo de primers, ainda que isto seja mais notério com os primers universais.

Atraveés de diluigdes seriadas do ADN foi avaliada a sensibilidade analitica das PCR
ndo tendo no entanto obtido resultados conclusivos para a PCR ITS 1, enquanto para a PCR

Cat L este o foi na diluigdo 10x do ADN extraido de discos impregnados.
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Aplicagio de PCR para a detecgio de Trypanosoma congolense e T. vivax no diagndstico molecular de tripanossomose bovina

INTRODUCAO

Tripanossomose ¢ uma doenga caracterizada por um amplo espectro de sindromas

clinicos, causada pela presenca e actividade de um ou mais parasitas patogénicos do género

Trypanosoma no organismo de um vertebrado (Boyt, 1991, Urquhart et al., 1996, Uilenberg,

1998 e OIE, 2004). Em Africa, os vectores mais importantes da doenga, sdo as endémicas
moscas do género Glossina, vulgarmente conhecidas .por moscas tse-ts€. Estas moscas
encontram-se distribuidas ao longo do vasto territério do cinturfio tse-tsé - Africa subsaariana
entre as latitudes 14° N e 29° S (Urquhart er al., 1996, Uilenberg, 1998e OIE, 2004).
Mocambique, faz parte desta area, € tem cerca de 75% do seu territorio habitado por Glossina
spp (Jamal, 2005).

A tripanossomose ameaga inimeros vertebrados desde os domésticos aos selvagens,
sendo que, alguns tripanossomas afectam directamente o Homem (ex: Trypanosoma gambiense
e I. rodensiense, causadores da doenga do sono) (Boty, 1991, Urquhart ef al., 1996, Uilenberg,
1998). Para Africa em geral ¢ Mogambique em particular, a tripanossomose ¢ particularmente
marcante em termos econdémicos quando afecta o gado bovino, pois, causa grave morbidez e
mortalidade aos animais infectados (Boyt, 1991, Urquhart et al., 1996, Uilenberg, 1998 ¢ OIE,
2004). Em Africa, o gado bovino tem importancia ndio sé como fonte de alimentos, energia de
trabalho e dinheiro, mas também, como parte cultural das comunidades estimando-se que
actualmente as perdas anuais devidas a tripanossomoses atinjam em meédia cerca de 5 milhdes
de délares americanos/ano/pais, no universo dos 37 paises afectados pela doenga (Uilenberg,
1998 ¢ Jamal, 2005). Dentre as onze espécies patogénicas africanas, Trypanosoma congolense
e T. vivax pertencentes a subgéneros diferentes (Anexo A), sdo os mais patogénicos agentes de
tripanossomose bovina em Mogambique (Jamal, 2005), ¢ sdo transmitidas ciclicamente pelas
moscas tse-tsé.

Um vasto leque de técnicas directas ¢ indirectas vem sendo aplicado no diagnéstico da
tripanossomose. As técnicas directas baseiam-se na detecgdo do agente infeccioso, ou de suas
particulas, ou ainda de elementos destas em amostras de tecidos de animais suspeitos. As
técnicas indirectas baseiam-se na demonstragdo da presenca de anticorpos induzidos pelo

agente infeccioso. A técnica de PCR € a mais recente inovagdo no diagndstico de

Trabalho de culminacio de curso
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tripanossomose € enquadra-se nas técnicas directas (Kaufmann, 1996, 1999, Geysen et al.,
2003 e OIE, 2004).

Existe uma notavel varabilidade entre os testes de diagnostico clinico de
tripanossomose no que respeita a sensibilidade, especificidade, facilidade e custos de aplicagdo
(Uilenberg, 1998, OIE, 2004 e Conraths e Schares, 2006). A escolha de um teste particular
acenta nos principios econdmicos, na disponibilidade de especialistas, e principalmente no
propésito do proprio diagnostico. Assim, um diagnéstico diferencial deve combinar o teste
apropriado e a correcta interpretacdo do resultado (Uilenberg, 1998 ¢ OIE, 2004). Esta ultima
depende muito da validade do teste e duma apropriada selec¢do, colheita e processamento da
amostra (OIE, 2004 ¢ Conraths e Schares, 2006). Segundo Gasser (2006), a técnica de PCR no
diagnéstico clinico de tripanossomoses apresenta no geral excelente sensibilidade analitica e
especificidade, tornando-se excelente escolha para ultrapassar os constrangimentos comuns aos
outros diagnosticos que, apresentam niveis inferiores destes parametros em particular.

Correntemente em Mogambique, sdo aplicados testes parasitologicos nas prospecgdes
anuais de tripanossomose pelo MINAG (DINAP, 1994, 1995,1997), incorrendo-se no elevado
risco de ocorréncia de falsos negativos, e consequentemente, interpretacio erronea da realidade
no campo quanto a prevaléncia, dados epidemioldgicos e eficacia do controlo da doenga. A
aplicagio da PCR no diagnéstico clinico de tripanossomose no pais seria uma mais valia,
particularmente para estudos epidemiologicos onde segundo Desquesnes e Davila, (2002) e
Gasser (2006), se aconselha o uso de técnicas de diagndstico com a maior sensibilidade
possivel, ¢ para estudos de tipificagdo onde ¢ requerido um grau elevado de especificidade.

Mogcambique dispde actualmente de condigSes basicas em termos de infraestruturas,
equipamentos, especialistas e fontes de aquisi¢do de reagentes para um avango seguro na
implementagdo da PCR no diagnéstico de tripanossomose, o que torna a avaliacdo da
aplicabilidade da técnica imperiosa para abertura de novos horizontes na investigagdo de

aspectos relacionados a doenga ¢ que exijam um diagndstico apurado.

Trabalho de culminacdo de curse
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Diagnéstico da tripanossomose

O diagnostico é um procedimento chave no controlo de qualquer doenga ou agente
patogénico, tanto no campo como em infecgdes experimentais durante pesquisas cientificas.
No campo o diagnostico permite avaliar a prevaléncia, e decidir qual a4 melhor forma de
controlo, tanto de infecges isoladas como de epidemias (DINAP, 1995, Greiner, 1997,
Murray, 1999). Segundo Murray (1999), no cinturdo tse-tsé (Anexo B1), programas de criagio
de gado, altamente sustentdveis e prosperos, foram desenvolvidos na base de apurados
diagnésticos da saide dos animais em relagdo as tripanossomoses, 0 que permitiu um uso
estratégico das drogas disponiveis para o controlo profilatico da doenga, tornando mais
rentabilizaveis e efectivos os custos do processo global.

No campo, o diagnéstico inicial da tripanossomose baseia-se na presungdo e, consiste
em encontrar um animal com sintomas da doenga, estando ou tendo passado por uma zona
endémica (Kaufmann, 1996). Em geral, a sintomatologia clinica da tripanossomose inclui:
febres intermitentes, edemas, aborto, emaciagiio (Urquhart ef al.,, 1996, OIE, 2004) e perda
intermitente de apetite (Urquhart ef al., 1996). Estes sintomas devem-se 2 dilatagdo linfoide e
esplenomegalia, 4 anemia hemolitica e a hipergamaglobulinémia {Urquhart et al., 1996, OIE,
2004); frequentemente, o animal sofre miocarditite aguda causada pela degradagiio celular no
miocardio (Urquhart ef al., 1996).

A confirmagdo da infecgdo é feita no laboratério recorrendo-se a variadas técnicas de
testagem directa ou indirecta. As técnicas directas baseiam-se na demonstragio directa da
presenga do parasita no animal infectado através de: (i) identificacdo pela analise
parasitologica/microscépica; (ii) cultura in-vivo; (iii) analise imunolégica; (iv) analise
molecular baseada no ADN (Kaufmann, 1996, FAO, 1999, Geysen et al., 2003, OIE, 2004).
Por sua vez as técmicas indirectas baseiam-se em testes imunoserolégicos, que detectam
anticorpos induzidos pela infecg@o nos fluidos do hospedeiro (Uilenberg, 1998 e OIE, 2004).

A variabilidade entre as técnicas de diagnostico quanto 4 sensibilidade interfere
fortemente na escolha da técnica apropriada ao propdsito final do diagndstico, uma vez que, é

exigido um grau de sensibilidade e especificidade diferente para a confirmagio de uma
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infecgdo individual em comparagdo com um rebanho ou para o estabelecimento da presenga /

auséncia ou prevaléncia da doenga em determinada area (OIE, 2004).

2.1.1 Diagnostico directo

2.1.1.1 Técnicas Parasitolégicas

As técnicas parasitologicas sfo as mats comummente aplicadas no diagnostico
laboratorial da triopanossomose. Em Mogambique 0 MINAG tem feito prospecgdes periddicas
da doenga (Anexos B2, C1 e C2) enquadradas no projecto de controlo da mesma, com recurso
a técnicas parasitologicas de diagnostico (DINAP, 1994, 1995,1997). A sensibilidade analitica
ou limite de detecgdo das técnicas parasitoldgicas mostra-se muito limitada, 0 que causa muitas
vezes ocorréncia de subquantificacdo da prevaléncia da doenga no pais. Esta sensibilidade é
especialmente baixa, quando o resultado ¢ considerado a nivel individual, crescendo
ligeiramente quando considerado a nivel de um rebanho (Paris e? al., 1982, Uilenberg, 1998 ¢
OIE, 2004).

Segundo Uilenberg (1998) e OIE (2004) nas técnicas parasitoldgicas, para identificagdo
especifica de tripanossomas devem ser sistematicamente examinados alguns itens da sua
morfologia (Anexo D1 e D2), nomeadamente:

v' presenga ou auséncia de tripanossomas de aparéncia diferente na populagio;
v’ presenca ou auséncia de um flagelo livre; ‘

v"  tamanho do tripanossoma expresso em um;

v"  tamanho e posigio do quinetoplasto;

v grau de desenvolvimento da membrana ondulatoria.

v forma, particularmente da parte posterior do parasita;

Sdo segundo Boyt (1991), Uilenberg (1998) e OIE, (2004), técnicas parasitologicas:

. as técnicas de identificagio/exame directa — exame de gota fresca, exame de
gota espessa e esfregacos finos corados;
as técnicas concentragfo de parasitas — centrifugacio em microhematdcrito ou
Buffy caot ou método de Woo, contraste de fase ou método de Murray € o

método da centrifugagdo e troca de anides;
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] a técnica de cultura in-vitro — inoculagéo de animais de laboratério.

Tanto a sensibilidade como a especificidade destas técnicas, é totalmente dependente
do volume de sangue da amostra examinado e da habilidade e experiéncia do microscopista
que o examina. A caracteristicamente baixa quantidade de sangue examinado pelas técnicas de
identificagdo directa leva a que o parasita apresente-se frequentemente escasso na amostra
(OIE, 2004). Por outro lado, a necessidade de examinar o sangue ainda fresco - 2 a 6 h apés a
colheita - devido aos parametros usados para identificagdo, pode limitar a capacidade de
cobertura de uma prospecgio usando estes testes (Uilenberg, 1998 e Desquesnes, 1997).

As técnicas de concentracio do parasita apresentam sensibilidade maior relativamente
as técnicas de identificagio directa, ndo obstante, a especificidade ser similarmente baixa (OIE,
2004). Paris et al. (1982), numa avaliagdo comparativa das técnicas parasitologicas, concluiu
que a técnica de contraste de fase seria mais sensivel na detecgio de T. congolense ¢ de T.
vivax que a centrifuga¢do em microhematocrito, facto que para o 7. vivax contrasta com 0s
dados de Desquesnes (1997). Este ultimo considera a centrifugagdo em microhematocrito mais,
ou igualmente, sensivel que o contraste de fases.

Segundo OIE (2004), a técnica da centrifugacdo de microhematocrito é a mais
amplamente usada no diagndstico parasitologico de tripanossomose animal a nivel mundial, e
no caso de infec¢des por 7. vivax, a sensibilidade da técnica aproxima-se dos 100% quando a
parasitémia esta acima de 700 tripanossomas/ ml de sangue, reduzindo a 50% quando esta se
situa entre 60 a 300 tripanossomas/ ml, sendo muito dificil detectar os parasitas por esta técnica
quando a parasitémia esta abaixo dos 60 tripanossomas/ ml. Contudo, para além de simples as
técnicas parasitologicas sdo relativamente menos dispendiosas em termos financeiros, o que as

torna geralmente mais acessiveis.

2.1.1.2 Cultura in vive

No periodo pré-patente (desde injecgdo dos tripanossomas no hospedeiro até ao
aparecimento das primeiras formas do parasita no sangue) em alguns animais, o parasita nio ¢é
detectavel pelas técnicas parasitolégicas; nestes casos pode-se inocular animais de laboratdrio

com o sangue a ser examinado (Boyt, 1991, Uilenberg, 1998 ¢ OIE, 2004). A sensibilidade da
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técnica de cultura in-vivo, varia de acordo com as espécies ou at¢ mesmo variedades de
tripanossoma presentes no sangue a ser examinado, e com a susceptibilidade dos animais
experimentais usados. Note-se que dentro da mesma espécie de tripanossoma pode haver
muitas variedades e por conseguinte diferencas na susceptibilidade dos animais experimentais
relativamente a cada variedade particular (Uilenberg, 1998 e OIE, 2004).

A técnica pode ser de grande valor como ferramenta de pesquisa sempre que animais
experimentais (especialmente pequenos roedores) sejam susceptiveis a espécie, tipo ou
variedade de tripanossoma a estudar (Uilenberg, 1998). Todavia, o custo da logistica de
transporte para campo torna o método ndo satisfatério para diagnéstico rotineiro ou a larga
escala (estudos epidemioldgicos) pois, os animais experimentais tém que ser mantidos e
monitorados por longos periodos, ndo permitindo um diagnéstico imediato (Uilenberg, 1998).

Por outro, lado esta técnica requere ser complementada por uma das outras técnicas.

2.1.1.3 Detecciio de antigenos tripanossémicos

A baixa sensibilidade analitica caracteristica do diagndstico parasitologico,
impulsionou o desenvolvimento de técnicas de diagndstico de tripanossomose mais sensiveis
(Greiner ef al., 1997). Os testes antigeno-dectectores foram desenvolvidos para a detecgdo de
antigenos circulantes de tripanossoma no sangue do hospedeiro (Greiner et al, 1997 e
Uilenberg, 1998). A variagdo antigénica — alteracdo da constituicdo da capa proteica do
parasita e consequente reemissdo de parasitémia — comum em infecgdes tripanossdmicas, leva
a que mesmo com a forte resposta imune (natural ou estimulada) do hospedeiro alguns
antigenos do parasita estejam presentes e circulem no sangue do hospedeiro por longo tempo
(Uilenberg, 1998). Deste modo, foram desenvolvidos testes baseados na acgdo dos anticorpos
monoclonais contra antigenos internos invariaveis de tripanossomas (Uilenberg, 1998).

Este teste mostra frequentemente sensibilidade baixa e irregular, facto que se deve ao
comportamento dos tripanossomas durante a infecgdo; estes so libertam os antigenos no sangue
do hospedeiro quando mortos e desintegrados. Assim, na fase inicial da doenga antes do
primeiro pico de anticorpos causar a lise de muitos parasitas, os tripanosomas estdo saudaveis e

o teste resulta negativo (Uilenberg, 1998). Por outro lado, é provavel que o resultado deste
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teste s¢ja negativo a cada pico de parasitas saudaveis cobertos por um novo tipo de antigeno
(variagdo antigénica), s6 ficando positivo quando o sistema imune produz o anticorpo
apropriado para cada variante particular de tripanosoma, pois, ocorre nesta fase a liberagdo dos
antigenos tripanossomais (Uilenberg, 1998). A sensibilidade desta técnica para 7. vivax
mostrou-se particularmente baixa (4%) no ensaio realizado por Desquesmes (1997) a partir de
um isolado incubado em cabritos, sendo-o consideravelmente abaixo da sensibilidade de

técnicas de concentragdo de parasitas,

2.1.2 Diagnéstico indirecto / serolégico

O diagnostico seroldgico a semelhanga dos testes antigeno-detectores foi desenvolvido
no sentido de colmatar as limitagbes dos testes parasitologicos (Greiner et al., 1997). Todavia
no diagnostico serologico aplicam-se técnicas indirectas, na medida em que, se baseiam na
exploragdo da relagdo antigeno-anticorpo entre moléculas pré-definidas. As técnicas do
diagnostico serolégico assentam fundamentalmente no facto da infecgdo com Trypanosoma
induzir uma forte reacgdo do sistema imune do hospedeiro, resultando na produgdo de uma
grande quantidade de anticorpos. O fendmeno da variacdo antigénica dos Trypanosoma resulta
na produgdio de diferentes variedades de anticorpos pelo sistema imune do hospedeiro,
disponibilizando-os deste modo para os testes de detecgdo e diagnostico (OIE, 2004). Técnicas
de deteccdo de anticorpos tripanossomais no soro do hospedeiro foram desenvolvidas,
apresentando sensibilidade e especificidade variada - o teste de fluorescéncia indirecta de
anticorpos (IFAT) e o Imuno Ensaio de Enzimas Ligadas (ELISA).

No geral, os testes seroldgicos apresentam elevada sensibilidade e especificidade,
contudo, tém uma especificidade espécic-especifica relativamente baixa (OIE, 2004). Por outro
lado, estes testes ndo descriminam uma infec¢@o corrente de uma infecgdo passada, tornando o
diagnostico da infecgdo activa presuntivo (OIE, 2004). Ainda assim, este ndo ¢ o maior
constrangimento desta técnica, pois ¢ superado pelo facto dos anticorpos contra o0s
Trypanosoma s6 serem detectaveis no soro do hospedeiro apos 8 a 21 dias da infecgdo primaria

{Greiner et al., 1997).

Trabalho de culminagio de curso




-

Aplicagiio de PCR para a detecgio de Trypanosoma congolense e T. vivax no diagnéstico molecular de tripanossomose bovina

A amostragem de campo ¢ relativamente facil (pode ser feita em sangue fresco sem
anticoagulante ou sangue seco em papel filtro), mas, os testes serologicos requerem
equipamento sofisticado e pessoal qualificado para a sua execugdo. Contudo, em Africa o
ELISA ¢ muito usado na determinacdo a larga escala da distribui¢@o de tripanossomas e da
prevaléncia de tripanossomoses (Greiner et al, 1997). Actualmente, a identificagdo dos
principais antigenos e a sua produgio como moléculas recombinantes ou peptideos sintéticos,
lidera o desenvolvimento e validagdo de novos testes baseados no uso de moléculas definidas

(OIE, 2004).

2.1.3 Diagnéstico molecular baseado no ADN

Desde a introdugdo das técnicas de identificagdo directa baseadas na detecgiio do ADN
do parasita, em 1980, o diagnodstico da tripanossomose vem melhorando de qualidade e
fiabilidade (Desquesnes e Davila, 2002), uma vez que com estas técnicas contornam-se muitas
das limitagdes das outras técnicas de diagndstico (Kaufmann, 1996, Uilenberg, 1998,
Desquesnes e Davila, 2002). Os testes moleculares assentam no principio da demonstragdo da
ocorréncia no hospedeiro de sucessdes de nucledtidos especificos para subgéneros, espécies,
tipos ou até mesmo variedades de tripanossomas permitindo distingdo intra ou inter niveis
taxondmicos — os marcadores genéticos e/ou Jocus — (Kaufmann, 1996 e Uilenberg, 1998).

Segundo Uilenberg (1998), o ADN dos tripanossomas ndo persiste por muito tempo no
hospedeiro apds completa ¢ efectiva eliminag@io de parasitas vivos. Deste modo, o resultado
positivo dos testes moleculares indica a presenga de uma infecgdo activa. Este facto permite
que os testes moleculares, contrariamente aos sorologicos, sejam considerados bastante fiaveis
e conclusivos ndo apenas na detecgdio do parasita no hospedeiro como também no vector
(Uilenberg, 1998).

Os primeiros testes moleculares desenvolvidos para a detecgdo de parasitas foram os
testes de hibridagdo de acidos nucléicos (Kaufmann, 1996). Estes consistem na hibridagdo
entre sondas (sequéncias de nucleodtidos conhecidas sinteticamente produzidas) impregnadas
em membranas de nitrocelulose e sequéncias de fita simples do ADN do parasita previamente

desnaturado (Kaufmann, 1996, Uilenberg, 1998, OIE, 2004). Dependendo da sequéncia de
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nucledtidos seleccionada para a sonda, o teste pode ser menos especifico - sonda comum a
espécies de um subgénero — ou mais especifico — sondas especificas para cada espécie,
subespécie ou at¢ mesmo tipo ~ (Uilenberg, 1998). O método permite processamento
simultdneo de muitas amostras (Kaufmann, 1996, Uilenberg, 1998, OIE, 2004), contudo, o
processo ¢ trabalhoso pois inclui uma fase preliminar de amplificagio das sequéncias de ADN
alvo pela PCR. Por outro lado, a ndo comercializagéo de sondas para tripanossomaé obriga a
que cada laboratorio as produza, 0 que aumenta a complexidade da técnica (Uilenberg, 1998).
O desenvolvimento da técnica de PCR simples, para o diagnostico de infecgGes
parasiticas, trouxe novas possibilidades para a detec¢do de parasitas patogénicos no geral, pela
sua clevada sensibilidade, especificidade (Kaufmann, 1996, Desquesnes, 1997, Geysen ef al.,
2003, OEI, 2004) e pela facilidade de execugdo (Geysen et al., 2003), apesar do seu custo
tornar a técnica claramente proibitiva para aplicagio rotineira (OIE, 2004), particularmente em

paises em vias de desenvolvimento.

2.2 A técnica de PCR na identificacdio de parasitas e diagnéstico de infecgdes

A reacg@o em cadeia da polimerase ou PCR, foi desenvolvida a partir de uma ideia de
Kary B. Mullis, em 1978, aquando do seu trabalho como técnico na “Cetur Corporation”, em
Emeryville — California/EUA, tendo sido inicialmente usada a ADNpolimerase termoinstavel
de Echerichia coli. A descoberta da Tag-polimerase — uma polimerase termotolerante e por
conseguinte termoestavel, isolada de um microrganismo também termotolerante, o Thermus
aquaticus — veio cimentar o desenvolvimento da técnica da PCR que rapidamente difundiu-se
na comunidade cientifica e foi sendo adaptada para os mais diversos fins de investigagdo (em

http://paginas.terra.com.br/educacac/biotmol/aula7? PCR-RAPD-aplicar).

Na 1dentificagdo de parasitas e diagnostico de infecgdes, a PCR ¢ aplicada com base em
marcadores genéticos apropriados contendo uma magnitude adequada de variabilidade de
sequéncias, de modo a permitir identificacio dos parasitas ao nivel taxonémico requerido.

Varias regies alvo na molécula de ADN tém sido usadas na identificagdo de parasitas pelo
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PCR: DNA nuclear ribossomal (rDNA), DNA mitocondrial (mtDNA), elementos repetitivos e
genes de copias multiplas (Desquesnes e Davila, 2002 e Gasser, 2006).

Segundo Desquesnes e Davila (2002), Njirru e al. (2005) ¢ Gasser (2006) as regides
ITS1 e ITS2 (Internal Transcribed Spacer 1/2) no tDNA dos parasitas apresentam marcadores
genéticos para a diferenciagdo inter-especifica, ¢ sdo intra-especificamente muito conservadas.
Estas regides correspondem a sequéncias de multiplas repetigdes tandem (Desquesnes e Davila
2002). Os genes de copias maltiplas no ADN de 7. vivax e de T. congolense podem ser
amplificados pela PCR, permitindo detecgbes ao nivel especifico. Correntemente, sdo ainda
amplificados pela PCR sequéncias do genoma dos parasitas que permitem detecgdes
subespecificas, isto é, detecgOes intra-especificas (Desquesnes e Davila 2002 e OIE, 2004). No
entanto, para o 7. vivax os primers ou iniciadores em uso, ndo permitem amplificar genes ou
sequéncias para detecgOes subespecificas (OIE, 2004), sendo por 1550 que, para esta espécie,
ndo se identificam subespécies pela técnica da PCR, contrariamente ao T. congolense, para o
qual ja se conduzem PCR’s para detecgido de tipos (Desquesnes ¢ Davila 2002 e OIE, 2004).

Recentemente, o acoplamento da analise de RFLP no processo de identificagdo de
multiplas espécies de tripanossoma naquilo que constitn uma PCR pan-tripanossoma, veio
permitir uma maior generalizagio do uso da PCR, em particular no campo académico, trazendo
mais conhecimentos acerca da dindmica da populagdo parasita no hospedeiro ou até mesmo no

vector, onde ocorrem normalmente infecgdes mistas (Desquesnes, 1997).

2.2.1 Principio do método PCR

A PCR (Polimerase Chain Reaction) ¢ uma técnica que permite o aumento exponencial
da quantidade, isto é, a amplificagdo, in vitro de um segmento alvo de ADN por meio da
extensdo simultdnea das duas fitas complementares previamente flanqueados por pr;imers, ou
iniciadores, apropriados (Darbre, 1999, OIE, 2004). Os primers ou iniciadores, sio
oligonucleotidos sintéticos que devem ser complementares as sequéncias de nucleotidos nas
extremidades do segmento de ADN alvo, para poderem flanqued-lo. Um dos primers deve ser

complementar a extremidade 3" da fita anti-senso — o primer adiante (Forward) — enquanto o
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outro primer — o primer reverso (Reverse) — deve ser complementar a extremidade 3° da fita
com senso (Darbre, 1999, OIE, 2004).

Uma polimerase — geralmente a Tag polimerase — catalisa a sintese das fitas
complementares na direc¢do 5'—3° tendo como fitas originais/moldes, as fitas com e sem
senso do fragmento de ADN ﬂaﬁqueadas pelos primers. A amplificagio do ADN alvo ¢
conseguida pela acgdo conjunta da polimerase e do primer Forward, para a sintese directa da
fita nova de ADN, fita que é entdo usada na reac¢éo de sintese subsequente tendo desta vez
como iniciador o primer Reverse e vice-versa. Deste modo a amplificagio do fragmento alvo
de ADN ocorre ao longo de ciclos sucessivos constituidos por: desnaturagdo da molécula de

ADN, pareamento, ou annealing dos primers, e extensdo pela Tag polimerase (Darbre, 1999)

(Fig. 1).
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Fig. 1: Eventos nas {rés temperaturas basicas da PCR: desnaturagiio a 94 °C, pareamento ou anmealing dos

primers 2 50 °C e extensdo de novas fitas pela Tag polimerase a 72 °C.

(Fonte: http://paginas terra.com br/educacao/biolmol/aula7_PCR-RAPD-aplicar)

Cada etapa de um ciclo tem a sua temperatura de reacgdo, e esta influéncia fortemente
no resultado final da reac¢do. A desnaturagido da molécula de ADN original consiste na quebra
das pontes de hidrogénio entre as bases complementares na dupla hélice de ADN e
consequente separagdo das fitas complementares (Innis et al., ]99(5 e Darbre, 1999). A
desnaturagdo € um processo que ocorre a temperaturas elevadas, entre 94 e 97 °C, e deve durar
um curto periodo de tempo para cada ciclo — cerca de 15 a 60 s — de modo a prevenir a

inactivagdo irreversivel da polimerase, sendo que, quanto mais elevada a temperatura menor
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deve ser o tempo de duragdo da etapa (Innis ef al., 1990). Quando a temperatura de
desnaturagdo ¢ baixa, ou o tempo de duragdo da etapa é curto, a desnaturagiio pode ficar
incompleta; por outro lado a longa duragio da etapa aumenta o risco de inativagdo da Tagq
polimerase, que tem meia-vida de actividade de 2h, 40 min ¢ 5 min para 92.5, 95 e 97.5 °C,
respectivamente (Innis et al., 1990). -

O pareamento, ou annealing, consiste na ligacdo dos primers as suas respectivas
regides complementares nas fitas simples do ADN desnaturado (Darbre, 1999); a temperatura
do pareamento ¢ a mais baixa do ciclo — 55-72 °C segundo Innis et al. (1990) e 50-65 °C
segundo Darbre (1999). Para Innis ez al. (1990), temperaturas de pareamento elevadas, mas
dentro do intervalo normal, aumentam a especificidade dos primers.

A extensdo € a sintese das fitas complementares por incorporagio de nucledtidos pela
Tag polimerase (Innis ef al., 1990, Darbre, 1999). Tradicionalmente, a extens3o ocorre a 72 °C
pois, esta € a temperatura optima de funcionamento da Tag polimerase. Estima-se que a esta
temperatura a taxa de incorporagdo de nucledtidos varia entre 35 a 100 nucledtidos por
segundo, dependendo de factores como: o tampio de PCR, o pH, a concentragdo de sais e a
natureza do ADN (Innis et al, 1990). Normalmente 1 minuto de extensdo a 72 °C é tempo
suficiente para se obter um amplicon de 2 Kb (2000 pb). No entanto, extensdes prolongadas
sdo favoraveis nos ciclos iniciais, quando a concentragdo de substrato € muito baixa, € nos
ciclos finais quando a concentracdo do produto excede a concentragio da enzima em
aproximadamente 1nM (Innis et al., 1990).

A reacg@o basica da PCR decorre em pequenos tubos de ensaio incubados em um
termociclador. O termociclador é um equipamento programavel controlado por um sistema
digital, de modo a proceder automaticamente a ciclos de aquecimento e arrefecimento que
permitam o cumprimento das etapas normais de um ciclo de reacgdo de PCR, em tantos ciclos
quanto os necessarios, e em conformidade com a programacio digitada pelo operador (Darbre,
1999). Apods viarios ciclos, a regido do ADN original que foi flanqueada pelos primers
predominard no produto da reacgio (Darbre, 1999), sendo o nimero éptimo de ciclos para
obten¢do de quantidade éptima de produto de PCR, ou amplicons, dependente da concentragio
inicial do ADN alvo, quando os outros parametros estdo optimizados (Innis ef al., 1990). De

facto, a cada ciclo a quantidade de amplicons cresce exponencialmente (Fig. 2), de modo que
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seja possivel visualizar com nitidez as suas bandas no gel apos electroforese (Innis er al., 1990,

Darbre, 1999).

i

b gk |

Fig. 2: Produgfio de novas fitas a partir de um ADN alvo pela PCR. As fitas novas sdo sintetizadas a 72 °C, dando
origem a fragmentos estendidos (indicados no primeiro ciclo pela letra €) e fragmentos amplificados (contornados
em amarelo), que se acumulam exponencialmente na reacgio.

{Fonte: http://paginas terra.com brfeducacao/biclmol/aula7 PCR-RAPD-aplicar )

2.2.2 Sensibilidade e especificidade da PCR no diagnéstico de tripanossomose

A detecgio de ADN tripanossomico pela PCR tem incrementado consideravelmente a

especificidade do diagnoéstico da tripanossomose a nivel espécie-especifico, em particular

quando comparada aos testes parasitologicos (Desquesnes e Davila, 2003). A PCR aumenta a
sensibilidade do diagnéstico que se apresenta geralmente duas a trés vezes maior que a dos
testes parasitologicos, em particular nos estagios mais avangados da infecgdo (Desquesnes,
1997). Segundo Desquesnes (1997), foi experimentalmente demonstrado, em animais
severamente infectados por tripanossomas, que a sensibilidade do diagndstico parasitolégico
ficava-se pelos 16% contra 40% de sensibilidade do diagnostico pela reacgiio da PCR. .

A elevada sensibilidade do diagnoéstico pela PCR deve-se particularmente ao facto de
milhdes de copias da sequéncia alvo de amplificagio serem produzidas na reacgdo (OIE, 2004),
aumentando assim o grau de resolugiio durante a revelagio no gel. Por outro lado, a utilizagdo
de primers especificos para dada sequéncia de ADN alvo garante um elevado grau de

especificidade do teste (OIE, 2004).
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OBJECTIVOS

Objectivos gerais

Aplicar a técnica de diagnostico da tripanossomose bovina, baseada na reacgdo da PCR
para a detecgiio das espécies 7. congolense e T. vivax, usando primers de deteccio a

nivel universal e especifico.

Avaliar a eficacia da PCR em fun¢do do método de extracgio das amostras de ADN ~
extrac¢do de sangue total e fervura (Boiling) de discos de papel de filtro impregnados

com sangue contaminado.

Objectivos especificos

A partir do ADN extraido do sangue total e pelo método de fervura de discos
impregnados ndo diluido, diluido 10x e 100x, diagnosticar pela PCR a tripanossomose
bovina causada por T. congolense e T. vivax, em infecgdes experimentais, por meio da:
i. amplificagdo da regido ITS1 do rADN dos tripanossomas com primers para
detecgdo universal das espécies patogénicas africanas;
amplificacdo com primers para detecgio especifica da regido que codifica o
dominio catalitico da proteinase cisteinica homologa a Catepsina L (Cat L) dos

mamiferos em 7. congolense ¢ T. vivax,.
2. Diagnosticar pela PCR, a tripanossomose bovina causada por T. congolense e T. vivax,
em infecg:ées naturais, aplicando os trés conjuntos de primers em estudo.
LOCAL DE REALIZACAO DO ESTUDO

O presente trabalho foi realizado no Centro de Biotecnologia da Universidade Eduardo

Mondlane, situado na Faculdade de Veterinaria, Av. de Mo¢ambique Km 1.5.
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MATERIAL E METODOS
Material
5.1.1 Amostras
5.1.1.1 Isolados de Trypanosoma congolense e de T. vivax

Para o ensaio foram usados sete (7) isolados de T. congolense, sendo cinco (1, 2, 3,4 ¢
5) provenientes da provincia de Maputo, distrito de Matutuine, e dois (6 ¢ 7) da provincia de
Sofala, distritos de Chupanga e Marromeu. Foi ainda usado um isolado de T. vivax (8)
proveniente da provincia de Sofala. Todos os isolados de T. congolense estavam incubados em

murganhos e o isolado de 7. vivax impregnado em discos de papel de filtro.

5.1.1.2 DNA de amostras de campo

Para os testes de campo foram usadas 21 amostras de ADN extraido do sangue total de
bovinos, previamente testado para a tripanossomose pelo método de centrifugagdo de
microhematécrito (Bufft coat) e confirmado como positivo ou negativo, estando os positivos
infectados com 7. congolense ou T. vivax ou ambos. As amostras foram disponibilizadas pelo

CB-UEM, datando a colheita do sangue, de 08/2005 em Matutuine, Provincia de Maputo.

5.1.2 Eguipamentos e materiais de laboratorio

Centrifuga de Microhematdcrito Termociclador iCycler BIORAD®

QUIMIS®

Caneta de ponta de diamante
Tubos capilares de 75mm/75pl
Banho-maria

Microcentrifuga  Eppendorf ™

5415D

Fluxo laminar

Balanga de precisdo
Equipamento de electroforese
Trans-iluminador UV
Maquina fotografica digital
Luvas

Tubos de eppendorf

Micropipetas de variados volumes
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e Material laboratorial de vidro
¢ Material de laboratdrio metalico

o Seringas de 1 ml e agulhas 21G

5.1.3 Reagentes

Tampades
- PBS
- Tampdo de lise
- Tris-HCI, 10 mM, pH 8 (Buffer Taq)
-TBE 1x
- Azul de bromofenol

- Brometo de etidio (10mg/ml})

Alcoois
- Etanol a 70%

- Etanol puro
Agua

- destilada
- bidestilada ou MilliQ)

Tabela 1: Primers ou oligonucle6tidos

e Lamparina
e Discos de papel de filtro (didmetro

Smm; 1mm espessura

Nucledtidos (sintéticos)
- Primers ou oligonucleotidos (Tabela 1)

-dNTPs
- Marcadores de peso molecular 100, 50 pb

Enzimas
- Proteinase K (20mg/ml)

- Taq polimerase

Solugdes salinas
- Citrato de sodio

- MgCl,

Outros
A : TM
- Agarose Invitrogen

- Plasticina

Nome Sequéncia

Produte | Especificidade | Referéncia

(pb)

ITS lcf 5 -CCGGAAGTTCACCGATATTG-3’
ITS 1br 5-TTGCTGCGTTCTTCAACGAA-3”

650/700 | T. congolense Njirru er

al., 2005

TeongodF Desconhecida
Tcongo3R Desconhecida

T. congolense Desconhe-
cida

Tvi2 Desconhecida
DTO156 Desconhecida

T. vivax Desconhe-
cida
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Procedimentos

Diagnéstico pelo método de Woo

A certificag@o da infecgdo experimental dos murganhos, fontes de todas amostras de
sangue usadas para obtengdo do ADN dos isolados de tripanossomas para os testes
experimentais, foi feita pelo método parasitoldgico de centrifugacdo em microhematocrito de
acordo com OIE (2004) (Anexo El). Para cada murganho foram analisados 25 pul do sangue
periférico. Os resultados do teste foram considerados a partir da observacdo de uma tGnica
preparagao microscOpica. A quantificagdo estimada da parasitémia, dos murganhos
positivamente infectados, foi estimada de acordo com o proposto por Paris ef al. (1982), para

esta técnica de diagndstico (Tabela 2).

Tabela 2: Sistema de quantificagao de parasitémia segundo Paris et al. (1982).

Tripanossomas por campo N° de cruzes Parasitémia estimada
{ampliacio 250x) (tripanossomas/ ml)
>100 6+ >5.10°
>10 5+ >5.10°
1-10 4+ 5.10°- 5.10°
1 por 2 campos - 10 por 10 campos 3+ 5.10° - 5.10°
1 — 10 por preparagio 2+ 10°- 10°
1 por preparagdo 1+ 10°- 10°

5.2.2 Amostragem do sangue experimentalmente infectado

Foram usadas duas formas de amostragem de sangue infectado de murganhos para cada
um dos 7 isolados de Trypanossoma congolense, a saber:
» amostragem a fresco (Anexo E2)- para extracgio de ADN a partir de sangue
total;
» amostragem a seco em discos de papel de filtro (Anexo E3) - para extraccéo do

ADN pelo método de fervura (Boiling ).
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Todas as amostragens foram feitas a partir de murganhos cuja parasitémia fosse
estimada em mais de 10° tripanossomas/ml usando-se o mesmo murganho para ambas as
amostragens. O volume da amostra foi de 50 ul para o sangue total (Tabela 3) e volume igual ou
menor para a impregna¢io dos discos. Aos 7 isolados de T. congolense (isolados 1,2,3,4,5,6 e

7) na amostragem em discos foi adicionado 1 isolado de T .vivax (isolado 8).

Tabela 3: Tabela de amostragem de sangue total .

Isolade Proveniéncia Parasitémia Volume da Parasitémia na amostra
(tripanossomas/ ml) amostra (tripanossomas/ pl)
Sul > 5.10° 50 pl ~ 5000
Sul >5.10° 50 pl ~ 5000
Sul >5.10° 50 pl ~ 5000
Sul >5.10° 50 pl ~ 5000
Sul >5.10° 50 pl ~ 5000
Centro >35.10° 50 pl ~ 5000
Centro >5.10° 50 pl ~ 5000

5.2.3 Extracgio do ADN

5.2.3.1 Extracgdo do ADN do sangue total

A extracgdo de ADN a partir do sangue total seguiu o protocolo descrito por Gonzales
et al. (2006) citando Clausen et al. (1998), com pequenas variagdes (Anexo E4). foi usado PBS
como tampdo de extrac¢do em vez de tampdo de lise (0.31 M sacarose, 0.001 M Tris-Cl, pH
705, 5 mM MgCl,, 1% Triton X-100), e tamp@o de lise (10 mM Tris-HCl pH 8, 50 mM KClI,
0.5% Tween 20) para ressuspender o pellet final em lugar de tampéo de PCR 1x (10 mM Tris-
HCI, pH 8.4, 50 mM KCl, 1% Triton X-100), propostos no protocolo original. Para degradar as
proteinas nucleares normalmente associadas ao ADN, usou-se a proteinase-k (20 mg/ml) que
foi posteriormente inactivada a altas temperaturas. A partir do produto final da extrac¢do foram
preparadas para cada isolado mais duas aliquotas de ADN diluido 10x e 100x, respectivamente
e todas aliquotas foram conservadas a — 20 °C até serem usadas (a ordem das parasitémia
estimada para cada nivel de diluigdo estd em Anexo E6). As alteragdes foram feitas apenas por

questdes de disponibilidade de reagentes.
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5.2.3.2 Extrac¢do de ADN a partir de papel de filtro impregnado

A extracgdo de ADN de discos de papel de filtro impregnados foi feita segundo o
protocolo de extrac¢iio de ADN com agua descrito por Gonzales et al. (2006) citando Boid et
al. (1999) (Anexo ES5). Para cada isolado foram usados 1 disco. A partir do produto da
extracgio foram feitas mais duas aliquotas correspondentes as diluiges 10x €100x (com agua
bidestilada), respectivamente, sendo entdo conservadas a - 20 °C até serem usadas (a ordem da

parasitémia estimada para cada nivel de diluig&o esta em Anexo E6).

5.2.4 Amplificacdo do ADN tripanossomal pela PCR

Foram testados trés conjuntos de primers para detecgdo de Trypanosoma spp. a partir
do ADN obtido das duas formas de extracgdo acima mencionadas, € nas respectivas dilui¢des,
usando:

» Primers ITS lcffor - para deteccdo de todos os tripanossomas patogénicos
africanos, num diagndstico universal;

» Primers Tcongo 4f/3r — para detecgdo especifica de T. congolense, num
diagnéstico diferencial/espécie-especifico;

» Primers Tvi2f e DTO 156r para detec¢do especifica de 7. vivax, num
diagndstico diferencial/espécie-especifico.

Para o 1solado 7. vivax $6 foram executados as PCR’s a partir de ADN extraido de
discos impregnados. Apds avaliagdo da aplicabilidade em infecgdes experimentais estes PCR's

foram submetidos a testagem de amostras de campo ou seja diagnostico de infecgdes naturais..
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5.2.4.1 PCR com primers para amplificacio da regifio ITS1

e Primers: ITSI cf (Forward); 1TS1 br (Reverse)

¢ Mistura para a PCR

Cada reac¢do continha 23 pl da mistura de reacgéo e 2 pl de ADN num total de 25 pl.
Os reagentes estavam nas seguintes concentragdes finais: 1x tampao de PCR, 200uM dNTPs,
2mM MgCly, 1uM de cada primer, 0.5U/pl Tag-polimerase. As reac¢fes decorreram nas

condi¢Oes descritas na Tabela 4.

Tabela 4: Condi¢oes da PCR para amplificagiio da regido ITS]

Etapa Objectivo Temperatura Tempo N° de Ciclos
Desnaturacao inicial 94 °C S min 1
Desnaturagio 94 °C 40 s
Pareamento ou anneling 65 °C 40s 35

- Extensido 72 °C 90 s
Extensio final 72 °C 10 min 1

3.2.4.2 PCR com primers especificos para a deteccio de T. congolense e de T. vivax, pela
amplificaciio da sequéncia que codifica o dominio catalitico do gene da Proteinase

Cisteinica homéloga a Catepsina L dos mamiferos.

Primers :

- Tcongo 4 (Forward) e Tcongo 3 (Reverse), para deteccdo de T. congolense

- Tvi2 (Forward) e DTO 156 (Reverse), para detecgdo de 7. vivax

Mistura para a PCR

As misturas para PCR tanto para a detec¢do de 7. congolense como de T vivax
obedeceram a mesma concentrag@o final de reagentes: 1x tampéio, 200pM dNTPs, 1.5 mM
MgCl;, 50 ng de cada primer e 1U/pl de Tag-polimerase. Para a reacgao foram usados 23 pl de
mistura e 2 nl de ADN da amostra perfazendo um total de 25 pl cada. As reac¢des decorreram

nas condigOes descritas na Tabela 5.
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Tabela 5: Condigbes da PCR de amplificagdo da sequéncia que codifica o dominio catalitico

do gene homdlogo ao da Catepsina L dos mamiferos

Etapa Temperatura Tempo N°de Ciclos Objectivo
94 °C 3 min 1 Desnaturagdo inicial
94 °C 1 min Desnaturagio
65 °C 1 min 30 Pareamento
72 °C 1 min Extensio
72 °C 10 min 1 Extensio final

5.2.5 Electroforese dos produtos das PCR’s

Todos os produtos das PCR's, incluindo os controlos negativo e positivo € o0s
marcadores de peso molecular (100 pb e 50 pb), foram revelados por electroforese com gel de
agorose a 1 % em tampédo TBE 1x (0.1M tris-base, 0.1M acido bérico, 0.005M EDTA, pH 8.3)
na presenga de brometo de etidio 0.5 pg/ml. Para a corrida, 10pl do produto da PCR foram
misturados a 2 pl de azul de bromo fenol 6x como tampio de “carregamento” ¢ o TBE [x foi
também usado como tampio de “corrida”. A corrida electroforética decorreu a 120 volts por 1h
¢ 30min para os amplicons da PCR ITS 1 e 45 min para os amplicons da PCR Cat L.

O gel foi examinado no trans-iluminador UV para visualizagdo das bandas e
fotografado para o registo das imagens. As amostras foram examinadas tanto directamente no
trans-iluminador UV como nas fotdgraﬁas, para avaliagdo do tamanho do produto € da nitidez
da banda. O resultado foi considerado positivo quando para cada isolado as bandas visiveis no
gel, apds a electroforese, apresentassem o peso molecular esperado ou proximo do esperado,

admitindo-se varia¢es de até 15 pb (Tabela 1).
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5.2.6 PCR’s para testagem de amostras de campo

As 21 amostras de ADN, extraido do sangue de bovinos, disponibilizadas pelo CB-
UEM foram testadas para a detecgdo de Trypanosoma spp, com os primers ITS lcfibr, e para
detecgdo de 7. congolense € T. vivax, com primers Tcongo 4/ 3 e Tvi2 / DTO 156,
respectivamente, e consequente diagndstico de infecgdes naturais. Para estas PCR's as misturas
e a electroforese dos produtos da PCR obedeceram as condigbes acima descritas para cada

conjunto de primers.
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RESULTADOS

PCR para amplificacgio da regido ITS1

Exceptuando o isolado 2 de T. congolense, todos outros isolados experimentais foram
positivos em pelo menos uma das condigées do ADN amostral no PCR com os primers [TS1
cf/br (Tabela 6) havendo diferengas quanto & nitidez e defini¢do das bandas dos produtos de
PCR no gel, relacionadas ao método de extracgdo de ADN amostral. Todos controis, tanto
positivos como negativos, apresentaram os resultados esperados, isto é, o controlo positivo foi

positivo € o controlo negativo manteve-se negativo.

Tabela 6: Resultados do PCR de amplifiagdo da ITS 1 para os dois métodos de extracgdo de

ADN nas infecgdes experimentais.

ADN extraido de ADN extraido por
sangue total Tamanho | fervura de discos Tamanho

Isolados 10x | 100x em pb 100x em pb
1 700

700
650
700
700
700

P’ (Th) + + + 500
*Controlo Positivo (amostra de T rypanossoma brucei)

“Nio diluido

Os isolados experimentais de 7. congolense cujas amostras de ADN para o PCR foram
extraidas de sangue total mostraram—se positivas tanto nas diluigdes como no produto bruto da
extracgdo, excepgdo feita ao isolado 7, que foi positivo apenas para a dilui¢do 10x do ADN da
amostra, ainda que com uma banda muito ténue, € ao ja mencionado isolado 2, que foi negativo
para todas as condi¢bes de extracgdo ¢ diluicdo (Fig. 3). As bandas mostraram-se
diferenciadas, em termos de nitidez ¢ de definigdio, em conformidade com nivel de diluigdo do

ADN da amostra, tendo apresentado, no geral bandas com fraca nitidez e muito mal definidas.

Trabalho de culminagio de curso




Aplicagdo de PCR na detecgho de Trypanosoma. congolense e T. vivax para o diagndstico molecular de tripancssomose bovina

Fig. 3: Exemplo de gel electroforese de produtos da PCR do ADN extraido de sangue total, com primers ITS
Lcf/br. Note-se a fraca intensidade ou nitidez das bandas. Todas sio amostras T. congolense com produtos de 650
pb (isolado 4) € 700 pb (todos restantes tsolados). Amostras de ADN diluidas 10x antes do marcador 100 pb (M) ¢

100x depois; B-controlo negativo.

Na PCR, com o ADN extraido pelo método de fervura (boiling) a partir de discos de
papel de filtro, usando os primers ITS1 cf/br, todas amostras de T. congolense foram negativas,

sendo positivo apenas o isolado 8 de 7. vivax, na PCR com o produto bruto da extrac¢io e com
este diluido 10x (Fig. 4).

Fig. 4: Exemplo de gel electroforese de produtos da PCR do ADN extraido de discos impregnados pelo método
de fervura (Boiling) com primers ITS 1cf/br. O isolado 8 de 7. vivax ¢é positivo (250 pb) na PCR com ADN
diluido 10x com banda muito ténue (8 no gel). Todos isolados T. congolense (1 a 7 gel & esquerda) foram
negativos. O controlo positivo foi positivo (ADN diluido 10x e 100x P e Pa no gel respectivamente), Note-se a

forte nitidez da fronteira de electroforese ao nivel da banda de 100 pb do Marcador.
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Na PCR das amostras de campo (provenientes de Bovinos), utilizando os primers [TS1
cf/br, apenas 11 das 21 amostras foram positivas (Fig. 5), tendo todos positivos confirmado os
resultado do diagndstico parasitolégico feito aquando da colheita das amostras de sangue nos
bovinos, tanto quanto 3 infec¢io como quanto & espécie infectante (Anexo F). O controlo
negativo apresentou o resultado esperado, isto é, foi negativo. Os produtos da PCR de
amplificagdo da regido ITS 1, nas amostras de campo, apresentam 650 pb (amostras 1, 8 e 12)

ou 700 pb (amostras2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 14 ¢ 17).

Fig. 5: Geis electroforese dos produtos da PCR do ADN extraido de amostras de campo, com primers ITS 1cf/br.

11das 21 infec¢des so confirmadas e todas com Irypanosoma congolense. M — marcador100.

Nio foram detectadas outras especies de tripanossomas para além das ja esperadas (7.
congolense e T. vivax) tanto nos PCRs do ADN das infecgdes experimentais como nos PCRs

das infec¢Oes naturais.

6.2  PCR para deteccio de 7. congolense ¢ de T. vivax pela amplifica¢io da sequéncia
que codifica o dominio catalitico do gene da Proteinase Cisteinica homéloga a Catepsina

L, dos mamiferos.

Tal como para a amplificagdo da regifio ITS1, na amplificagio da sequéncia que
codifica 0 dominio catalitico do gene da proteinase cisteinica, homologa a Catepsina L dos
mamiferos (PCR Cat L), todos os isolados das infecg¢bes experimentais em murganhos foram
positivos em pelo menos uma das condigdes de extracgéo do ADN, com produtos de 190 pb

para T. congolense e 180 pb para T. vivax (Tabela 7), havendo também diferencas na nitidez
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das bandas, tanto em relagdo ao método de extracgdo do ADN como aos niveis de dilui¢do do

mesmo. Todos os controlos apresentaram os resultados esperados e normais.

Tabela 7: Resultados do PCR Cat L para as infec¢des experimentais nos dois métodos de

extrac¢do de ADN.

ADN extraido ADN extraido por
de sangue total fervura de discos Tamanho
Isolados | ND~ | 10x | 100x . ] 10x 1 100x em pb
1 + + 190

190

180

Na PCR Cat L. com ADN extraido do sangue total, todos os isolados experimentais
foram positivos tanto para o produto bruto da extraccio como para as diluigdes 10x ¢ 100x,
exceptuando o 1solado 4 de T. congolense, que sé foi positivo na PCR com o produto bruto da
extraccdo do ADN. No geral, as bandas do produto de PCR com o produto bruto da extracgio
do ADN e ADN diluido 10x, ap6s a electroforese do gel, foram marcadamente nitidas e
definidas (exceptouando os isolados 3 e 4 ADN diluido 10x), mas as bandas do produto de
PCR com ADN diluido 100x mostraram uma menor nitidez (Fig. 6).

Hor@ oratnag 1§ v Ve o i A 0B 19 TR M) R N
.;J "‘.!'431‘ i : .y | L ) - HL' :"_7]

L. _ F S S _ . iL__ . I Lo L J

ADN niio diluido Diluido 10x Diluido 100x
Fig. 6: Geis electroforese dos produtos da PCR Cat L partindo de ADN extraido de sangue total das infecgdes
experimentais - ADN néo diluido, diluido 10x ¢ diluido 100x respectivamente. Note-se a maior intensidade ou
nitidez das bandas, particularmente no produto bruto da extracgdo . Todas isolados detectados sdo de T.

congolense com cerca de 190pb.
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O PCR Cat L com ADN extraido de discos impregnados pelo método de fervura foi
positivo para alguns dos isolados (Tabela 7), tendo sido observadas variagbes na resposta
inclusive para 0 mesmo isolado quando o teste € considerado nos diferentes niveis de dilui¢do
do ADN molde/amostral. Os isolados 1, 2. 5 de T. congolense e o isolado 8 de 7. vivax foram

0s unicos positivos neste teste (Fig. 7).

Fig. 7: Exemplo de gel electroforese dos produtos do PCR Cat L. com ADN extraido de discos impregnados pelo
método de fervura (Boiling). Neste gel apresetam-se positivos os isolados | e 2 de T. congolense e o isolado 8 de

T. vivax. PCR com ADN produto bruto da extracgio. M — marcador de peso molecular 100 pb.

Na testagem de amostras de campo 13 foram positivas (Fig. 8), das quais 4 tinham sido
negativas no PCR de amplificagao da regido ITS 1. Das 8 amostras negativas no PCR Cat L, 3
tinham sido positivas na PCR de amplificagéo da regido ITS 1 (Anexo F).

Fig. 8: Exemplo de gel electroforese de produtos da PCR Cat L amostras de campo (de 13 das 21). Apenas
algumas das infecgGes positivas no Buffy coat sio confirmadas infectadas com Trypanosoma congolense ou T,

vivax. Neste gel estdo confirmadas infecgdes com T. congolense.
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DISCUSSAQ

PCR de amplificagio da regidio ITS 1 de T. congolense e T. vivax

Recentemente, foi reportado como um grande avango o desenvolvimento de uma
técnica de diagnostico molecular da tripanssomose baseado num unico PCR, com largo
potencial de aplicabilidade: a amplificagdo da regido ITS 1 num diagnostico multi-especifico
(Desquesnes ¢ Davila, 2002 e Njiru et al., 2005). Segundo Desquesnes e Davila (2002), as
regides ITS 1 e ITS 2 constituidas por genes de copias multiplas no rADN, fazem parte das
unidades transcricionais em conjunto com as subunidades ribossomais 5S, 8S e 28S. A regido
ITS 1 dos Kinetoplastida apresenta uma variagdo interespecifica na ordem de 300 — 800 pb,
oferecendo assim um forte potencial de aplicabilidade num diagndstico pela PCR com primers
apropriados (Desquesnes e Davila, 2002 e Njiru et al., 2005), tal ¢ o caso dos primers ITS 1
ct/br (Njiru at al., 2005).

Os resultados obtidos no presente ensaio mostram que a performance da PCR de
amplifica¢do da regido ITS 1 é fortemente afectada pelo método de extracgdo da amostra de
ADN. A ocorréncia de falsos negativos, particularmente no PCR com ADN de T. congolense
extraido de discos de papel de filtro pélo método de fervura (Boiling), é indicativa de que este
método de extraccdo pode ndo ser ideal para o diagnéstico de tripanossomose pela PCR de
amplificagdo da ITS 1. Contrariameﬁte, a extrac¢do em sangue total mostrou resultados mais
consistentes, ainda que, com muito baixa taxa de amplificagido - bandas muitissimo ténues.

No PCR ITS 1 com ADN extraido de sangue total, houve amplifica¢do de todos
isolados e em todas as dilui¢des, exceptuando o isolado 2, cujo o produto bruto de extracgéo do
ADN mostrou aparente hemoglobina remanescente podendo esta ter inibido o desenvolvimento
das reacgdes. Esta constatacio encontra suporte em Desquesnes e Davila (2002), que referem
que no geral, os falsos negativos de uma PCR podem dever-se a: (i) presenca de factores
inibidores da reacg¢do de PCR na amostra de ADN (hemoglobina, EDTA, etc.); (ii) presenga de
DNAases que destroem as sequéncia alvos; (ii1) quantidade de ADN presente na amostra (tanto
a elevada como a baixa concentragéo).

O erro humano pode também induzir a falsos negativos na PCR, sendo muito dificil

saber com exactiddo qual dos factores acima mencionados é a causa de um particular falso
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negativo. Contudo, uma vez que no presente ensaio, as mesmas amostras de ADN extraido de
discos foram usadas tanto na PCR de amplificagio do ITS 1 como na PCR Cat L, descarta-se a
presenga de inibidores nas amostras como causa dos falsos negativos para pelo menos 3
isolados positivos para a PCR Cat L - os isolados 1, 2 e 5. Boid el al. (1999), reporta que a
segunda incubagdo na extragdo por fervura de discos elimina todos possiveis factores
nibidores da PCR na amostra (incluindo restos de componentes celulares e de papel de filtro),
no entanto, admite que perde-se muito do ADN na amostra ao descartar o primeiro
sobrenadante, pois este vai com boa parte dos tripanossomas (mais de 50%).

As diluigdes do produto da extracgio de ADN, 10x e 100x, permitem avaliar a
sensibilidade analitica do teste, ndo obstante, o desconhecimento da concentragdo do ADN no
produto bruto da extracgdo. Segundo Boid et al, (1999), equanto a extragdo de ADN de sangue
total garante a recuperagido de quase a totalidade do ADN tripanossomico na amostra, pela
fervura de discos impregnados hé perda de mais de 50% deste ADN quando se descarta o
primeiro sobrenadante.

Considerando a estimativa de parasitémia correspondente aos niveis de diluigdo do
ADN de acordo com o método de extracgdo (Anexo E6), e mediante os resultados obtidos fica
por determinar o limite de detecgdo da PCR ITS 1. Isto porque, este PCR foi negativo com
ADN de T. congolense extraido por fervura (boiling) de discos em todos niveis de diluigdo
quando, teoricamente, o0 ADN n#o diluido e diluido 10x correspondem em principio a niveis de
parasitémia abaixo e acima da parasitémia do ADN extraido de sangue total ndo diluido e
diluido 100x. Estes ultimos PCRs foram positivos. Por outro lado, pode ter havido
superestimagio das parasitémias correspodentes ao ADN extraido por fervura, pois, ndo se
sabe a quantidade exacta de tripanossomas perdidos no processamento.

Gonzales er al. (2006) e Desquesnes e Davila (2002), reportaram os primers ITS, no
geral, como primers de baixa sensibilidade, estando este facto relacionado as limitadas
repeticdes dos genes de copias multiplas nae“. regides ITS 1 — 100 a 200 repetigdes tandem — e &
homologia das sequéncias entre as espécies. No ensaio de Gonzales et al, (2006), a
sensibilidade da PCR de amplificagdo do ITS 1 de 7. vivax, com ADN extraido por fervura de
discos impregnados, ficou-se pelos 30 % contra os 90% quando o ADN era extraido a partir
250pu] de sangue total. A sensibilidade da PCR com os primers ITS | cf/br, nesse ensaio, foi

mais baixa comparativamente aos primers de detecgdo especifica.
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Pode-se considerar que no presente ensaio se confirma a baixa sensibilidade dos
primers ITS 1 — 40% (18/45) para a totalidade dos ensaios, sendo 76% (16/21) para a extrac¢io
a partir de sangue total e apenas 8% (2/24) para a extracgao por fervura de discos impregnados
— por um lado pelo elevado nimero de falsos negativos e, por outro, pela fraca nitidez das
bandas no gel, indicando uma baixa taxa de amplificagdo. Esta baixa sensibilidade €
particularmente marcante quando o ADN ¢é extraido por fervura de discos, sendo
completamente nula para isolados de 7. congolense.

Segundo Desquesnes e Davila (2002), apesar da PCR poder detectar tripanossomas a
partir de uma unica molécula de ADN alvo na amostra, ¢ sempre recomendavel a presenga de
uma quantidade ideal de moléculas de ADN alvo para garantir boa sensibilidade a técnica,
particularmente quando a amstra de ADN esta em suspensdes. A fraca nitidez das bandas,
especialmente notavel nas PCR com o produto bruto da extrac¢@o € com o ADN diluido 100x,
deve estar relacionada com uma concentragdo ndo ideal do ADN nestas reac¢des. Nalguns
casos, quando a parasitémia na infecgdo € muito alta e 0 ADN na amostra ¢ muito concentrado
a PCR resulta numa fraca amplifica¢do, ou até mesmo, em falsos negativos (Desquesnes,
1997), por outro lado a baixa parasitémia (1 — 20 parasitas/ml) pode levar a falsos negativos,
ndo pela baixa sensibilidade da PCR mas sim, pela auséncia do ADN alvo na amostra
(Desquesnes e Davila, 2002).

No geral, os resultados obtidos no presente trabalho indicam que a PCR de
amplificagfio da regido ITS 1 permite uma detecgdo diferencial de T. congolense e de T. vivax e
o consequente diagnéstico da tripanossomose bovina, causada por estes agentes em particular,
estando em concordéncia com os resultados obtidos por Njire at al. (2005) na detecc@o de
tripanossomas patogénicos africanos pela amplificagdo do ITS 1. Este autor reporta ainda que
com a PCR de amplificagdo da ITS 1, é possivel fazer tipificagdo de I. congolense , pois para
esta espécie produtos de PCR ITS 1 com primers ITS 1 cf/br ao peso de 650, 700 e 720 pb
correspondem respectivamente aos tipos kilifi, savanaah e forest. Testagens paralelas feitas as
infecgdes experimentais no decorrer do presente trabalho através de PCRs de detecgdo de T.
congolense tipo kilifi e tipo savanaah, confirmaram esta situagdo com o isolado 4 a confirmar-

se tipo kilifi ¢ os restantes tipo savanaah.
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7.2 PCR de amplificaciio da sequéncia que codifica 0 dominio catalitico do gene da
Proteinase Cisteinica homologa a Catepsina L. dos mamiferos, para detec¢io de T.

congolense ¢ de T. vivax

Contrariamente 8 PCR de amplifica¢@o do ITS 1, a PCR de amplificagdo da sequéncia
que codifica o dominio catalitico dos genes das proteinases cisteinicas homdlogas 4 Catepsina
L dos mamiferos, ou PCR CatL, permite um diagnostico espécie-especifico, pois, para esta
PCR foram desenvolvidos primers para detecgdo especifica do dominio catalitico das
proteinases cisteinicas de T. congolense, e primers para detecglio especifica do dominio
catalitico das proteinases cisteinicas de 7. vivax. Os genes das proteinases cisteinicas s&o um
excelente alvo de amplificagdo pela PCR para a deteccdo espécie-especifica de tripanossomas e
diagndstico diferencial de infec¢bes (Eakin et al., 1990). Segundo Serveau et al. (2003), as
proteinases cisteinicas sdo antigenos imunodominantes fortemente envolvidos na
patogenecidade da tripanossomose pois sdo o factor patogénico da relagdo parasita—hogpedeiro:
controlam modificando a resposta imune do hospedeiro e promovem a diferenciagdo dos
parasitas quanto ao hospédeiro. Deste modo, os genes das proteinases cisteinicas para além de
serem intraespecificamente conservados e interespecificamente variados, sdo fortemente
expressos, tornando-se ideais para amplificagdo no diagnostico molecular.

No presente trabalho, a PCR Cat L apresentou muito melhor performance em
comparagdo com a PCR de amplificagdo do ITS, para ambos os métodos de extracgdo de
ADN. No diagnéstico das infecgdes cxperimehtais, a PCR Cat L mostrou 60% (27/45) de
sensibilidade contra os 40 % da PCR ITS 1, sendo de 90% (19/21) para a extracgdo em sangue
total e de apenas 33% (8/24) para a extracgdo por fervura de discos impregnados. Gonzales er
al. (2006), reportam os primers de detecgdio espécie-especifica como sendo no geral de maior
sensibilidade relativamente aos primers universais, particularmente na deteccido de 7. vivax.
Considerando a ordem das parasitémias correspondentes a cada nivel de dilui¢do do ADN nas
duas formas de extracgido (Anexo E6), assume-se que a sensibilidade analitica do teste PCR

Cat L se atinge-se com 0 ADN da fervura de discos diluido 10x.
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7.3  Aplicagio da PCR no diagnostico de infecgdes naturais

A aplicagdo da PCR na detecgdo de ADN tripanossoémico e no diagnéstico de infecgdes
naturais € ja uma realidade presente, e com um futuro cada vez mais promissor, em varias
comunidades africanas. Segundo Mugittu et al. (2001), o desenvolvimento de técnicas de
diagnéstico de alta sensibilidade e especificidade baseadas no ADN tem facilitado os estudos
epidemiologicos das tripanossomoses em varios paises africanos, entre eles: Uganda, Costa do
Marfim, Burkina Faso e Tanzania. Solano et al (1999), avaliando pela primeira vez a
aplicabilidade do diagnostico molecular de tripanossomoses, baseado na PCR, em infecgles
naturais no Este de Africa para acesso a prevaléncia da doenga na regido, constatou que a taxa
de prevaléncia da doenga € muito mais alta quando se aplica a PCR no diagndstico do que
quando se aplica o diagnostico parasitolégico ou serologico. Este facto deve-se a elevada
sensibilidade da técnica na auséncia de inibidores, ou outros factores negativos (Solano et al.,
1999 ¢ Desquesnes e Davila, 2002). Em Mogambique a técnica de PCR ndo ¢ ainda aplicada a
estudos epidemiologicos.

No presente trabatho, o.diagnéstico universal de infec¢des naturais pela amplifica¢do
do ITS 1 obteve uma sensibilidade na ordem dos 52% (11/21) contra os 62% (13/ 21) do
diagnostico espécie-especifico pela PCR Cat L, comprovando mais uma vez a maior eficacia
dos primers espécie-especificos na detecgdo de tripanossomas. Os mniveis de sensibilidade
atingidos nas duas PCR's, tanto para as infecgOes experimentais como para as infecgdes
naturais, quando o ADN ¢ extraido do sangue total sfo bastante satisfatérios, contrariamente
aos obtidos quando o ADN ¢ extraido por fervura de discos, indicando uma menor eficacia da
purificagdo do ADN pelo ultimo método.

Para além de promover o incremento da qualidade, por elevagido da sensibilidade e
especificidade do diagnéstico das tripanossomoses bovinas em particular, a aplicagdo da PCR
na detec¢do de tripanossomas pode prover um sistema de diagnéstico rapido, abrangente e
eficaz. Estudos de prevaléncia e de distribuicio podem ser desenvolvidos com base nesta
técnica de diagndstico obtendo resultados mais realistas (Solano ef al., 1999 e Desquesnes e
Davila, 2002). Todavia, o custo extremamente elevado (1 US $/amostra Desquesmes (1997))

da aplicagdo desta técnica torna proibitiva sua aplicacéo rotineira

I‘
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CONCLUSOQOES E RECOMENDACOES

Conclusoes

As conclusdes que se seguem sdo particularmente vélidas para as PCR’s efectuadas

com os primers usados neste trabalho e sob as condigdes de PCR anteriormente descritas.

» Existe aplicabilidade para a PCR no diagnéstico molecular de tripanossomose bovina

no pais, em pelo menos uma instituigdo — o CB-UEM.

Para este diagndstico, quando a amostra em causa € o sangue, o ADN deve ser extraido

do sangue total, para garantir eficacia ao teste.

A extrac¢io de ADN de discos de papel de filtro impregnados pelo método fervura ndo

¢é aconselhavel,

O diagnostico espécie-especifico é no geral mats sensivel que o diagndstico universal.
O seu limite de detecgfio situa-se & parasitémia de correspondentes a diluigdo 10x do
ADN extraido por fervura de discos. Ndo foi possivel determinar o limite de detecgio

da PCRITS 1.

Apesar da melhor eficacia do diagndstico espécie-especifico, a aplicagdo conjunta dos
dois diagnosticos nas infecgdes naturais € aconselhada, pots, se o diagnéstico especifico
¢ mais eficaz, o diagndstico universal pode detectar qualquer uma das espécies de
tripanossomas patogénicos africanos, numa tnica PCR. No entanto tomando em
consideragdo os custos da técnica, optar por um dos dois PCR pode permitir economia
de finangas , sendo nestas circustancias o alcance que se pretende com o diagndstico

(universal ou especifico), o factor que deve definir qual o melhor PCR a aplicar.
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8.2  Recomendacgoes

Tendo se constatado, ao longo do presente trabalho, que um dos maiores
constrangimentos para a PCR ¢é garantir qualidade e quantidade as amostras de ADN

recomendo:

» Uma avaliagdo de outros métodos de processamento da amostra para extrac¢io
do ADN de modo a garantir pureza ¢ concentragao adequadas. Uma pré-concentragéo
dos parasitas a anteceder a impregnacio de discos de papel de filtro ou a anteceder a
extracgdo em sangue total, pode garantir presenca de quantidade satisfatoria de ADN na
amostra final. Por outro lado, uma avaliagdo de outros métodos de extracgdo do ADN
de discos pode oferecer melhores resultados e viabilizar um método de amostragem

bastante simples para trabalhos de campo.

> A pré-quantificagdo do ADN a anteceder a PCR deve ser equacionada. Isto pode

permitir uma reavaliag@o da sensibilidade analitica do teste.

> Todas PCR’s efectuadas no presente trabalhos ndo foram previamente validadas
nas condi¢Oes locais, de acordo com os pressupostos da OIE, deste modo, € imperiosa a
sua validagdo para garantir nio apenas a optimizagdo das reac¢Oes mas também,
propriedade dos resultados destes testes e, consequentemente, um alto patamar de
comparagdo com resultados de outros laboratorios, cujas técnicas estejam igualmente

validadas.

> Em Mogambique ha poucos (para ndo dizer nenhum) registos de trabalhos na
area de diagndstico molecular baseado no ADN em geral, particularmente no
diagnostico de tripanossomoses. Recomenda-se¢ a aposta nesta area de investigacio
cientifica em geral ~ a Biotecnologia — ¢ particularmente na biotecnologia direccionada
a doengas epidémicas pelo seu bem conhecido poder destrutivo. Esta aposta ndo deve

cingir-se ao diagnostico mas a outras areas possiveis, como a terapéutica.
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Anexo A: Classificac@io de Trypanosoma congolense e Trypanosoma vivax

Reino Animal

Filo Protozoa

Subfilo Sarcomastigophora
Classe Mastigophora
Ordem Kinetoplastida
Familia Trypanosomatidae
Género Trypanosoma

Subgénero Nannomonas

" Espécie Trypanosoma congolense

Sinonimia: Nannomonas congolense

Reino Animal

- Filo Protozoa

Subfilo Sarcomastigophora
Classe Mastigophora
Ordem Kinetoplastida
Familia Trypanosomatidae
Género Trypanosoma
Subgénero Dutonella
Espécie Trypanosoma vivax

Sinonimia: Dutonella vivax

Anexo B1: Distribuigiio da mosca tse-tsé em Africa — o cinturiio tse-tsé.

Fig. 1: 37 paises s3o reportados como
fazendo parte de um vasto tetritdrio habitado
pela mosca e por isso se tornaram zonas de
incidéncia natural de espécies Trypnosoma
patogénicos africanos (Fonte: Uilenberg,
(1998)




Anexo B2: Mapa representativo da distribuigio da tse-tsé no Sul de Africa, e Mogambique em

particular.
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Fig. 2: Mapa de distribuigfio da mosca tse-tsé no em Mogambique. Note-se a forte presenga da mosca tse-1sé nas

regides Centro ¢ Norte do pais, as mais afectadas pela tripanossomose (Fonte: Jamal (2005)).




Anexo C1: Efectivo bovino e nivel de prevaléncia da tripanossomosc em Mogambique.
Aparcntemente, pelos resultados das Prospecgdes anuais do DINAP, pode-se dizer que

a taxa de prevaléncia de Trypanosomas (% de positivos) em Mogambique vem reduzindo,

contudo ha que ter ¢cm conta que esta redugao ¢ acompanhada por uma redugao da amostragem,

apesar do notorio aumento do n° de efectivos bovinos.

Ano Efectivo Amostragem % de Positivos % de Provinciz_l mais
Amostras positives afectada

1993 213905 4726 22 655 139 Tete

1994 238 969 4215 1.8 293 136 Maputoe ¢ Gaza
1995 292 826 4 867 1.7 314 6.5 Inhambane
1996 352164 - - - - -
1997 410532 5697 1.4 379 6.7 Sofala

" Provincia com maior n® de efectivos infectados

Anexo C2: Distibuigio do efectivo bovino em Magambique

Fig. 3 : Distribuigio do efetivo
bovino em Mogambique. As regides
livies da  tse-ts€ sdc as que
concentram maior namero de cabegas
de gado bovino do pais (Fonte: Jamal
(2005)).




Anexo D1: Algumas caracteristicas que juntamente com a morfologia ajudam a identificar o

Trypanosoma  congolense e o T. vivax em preparagdes microscopicas frescas (Fonte:

Kaufmann, 1996 ).

Espécie Flagelo Evre Cinetoplasto

Membrana
ondulatéria

Tamanho Tamanho e
{pum) motilidade nas
preparacies

T. congolense ausente médio, subterminal,
marginal

néo proeminente

pequenc
aderente aos

glébulos
vermelhos pela
extremidade
anterior

presente largo e terminal

~

néoc proeminente

Largoe
extremamente
20-26 activo; atravessa
rapidamente todo
0 campo
microscopico

Anexo D2: Morfologia basica dos Trypanosoma e morfologia diferencial de T. congolense e T.

vivax.

Fig. 4: Caracteristicas fundamentais de um

Trypanosoma (trypomastigote) visto em um

esfregaco de sangue de um animal infectado.
(Fonte: Uilenberg (1998))




Fig. 5: Diagrama de Trypanosoma
congolense em um esfregaco de sangue de
um animal infectado. (Fonte: Uilenberg
(1998))

Fig. 6: Diagrama de formas de T vivax comuns
no fluxo sanguineo de animais infectados (Fonte:
Uilenberg (1998))




Anexo E1: Protocolo do diagnostico parasitolégico da infecgio dos murganhos pelo método
de Woo

O método de Woo foi processado segundo OIE (2004) nos seguintes passos:

1. Foi cortada a ponta da cauda do murganho, e desta colectado cerca de 70 pl de
sangue para um tubo capilar de 75ul com anticoagulante (heparina), sendo em
seguida o tubo lacrado numa das extremidades com plasticina;

Colocaram-se os capilares selados na centrifuga de microhematécrito, com as
extremidades lacradas viradas para o exterior, sendo os tubos colocados
simetricamente para garantir o equlibrio na centrifuga; Centrifugou-se por 5 min, a
9000 rpm;

Apés a centrifugacdo formam-se trés camadas distinguiveis: camada inferior de
eritrocitos, camada intermédia de leucdcitos e a camada superior de o plasma; uma
vez que as células parasitarias tem densidade proxima & dos glébulos brancos elas
concentraram-se na interface leucécitos / eritrécitos numa camada ndo facilmente
distinguivel. Cortou-se o capilar com caneta de ponta diamante lmm abaixo do
miniscuo de eritrcitos;

Recuperou-se a fina camada de eritrdcitos, a dos leucécitos e parte do plasma numa
lamina microscépica;

Cobriu-se a lamina com uma lamela e observou-se a preparagio ao microscépio
Optico a uma ampliagdo de 400x ¢ estimou-se a populagio de parasitas nas amostras

positivas de acordo com Paris ef al. (1982).

Anexo E2: Protocolo da amostragem de sangue total

1. Foram marcados tubos eppendorf para cada isolado com parasitémia estimada
acima de 5.10° tripanossomas/ml pela tecnica de Woo;
2. A cada tubo marcado foramadicionados + 20u] (uma gota) de citrato de sddio

(anticuagulante) com ajuda de uma seringa;




3. Préximo de uma lamparina acesa, e esterilizando sempre todo material cortante e a
cauda do murganho com élcool a 70%, foi depois de seca cortada a ponta da cauda
do murganho correspondente a cada isolado de I. congolense seleccionado e dela
expremidas gotas de sangue;

Imediatamente as gotas foram sendo recuperadas da ponta da cauda para o
respectivo tubo eppendorf com ajuda de uma seringa previamente lavada (por
dentro) com citratb de sodio;

5. Os tubos eppendorf contendo as amostras foram conservados a - 20 °C.,

Anexo E3: Protocolo da amostragem de sangue em discos de papel de filtro

A amostragem de sangue contendo tripanossomas teve procedimento similar & do

sangue total nos primeiros 3 pacos, diferindo no restante:

4. Com uma pinga previamente lavada em alcool 70% e seca ao ar livre foi recolhido
um disco de papel de filtro ¢ imediatamente impregnado com a gota de sangue na
cauda do murganho (bastando para tal encostar o papel a gota); foram empregnados
completamente 4 discos para cada amostra
O disco empregnado foi colocado no respectivo tubo eppendorf e este fechado de
imediato; |
Os eppendorfs foram transferidos para o fluxo laminar previamente ligado e limpo
com alcool 70 % e ai deixados overnigth com as tampas abertas para permitir
secagem dos discos.

7. No dia segunte os eppendorfs foram novamente fechados, retirados do fluxo

laminar e conservados a temperatura ambiente até a utilizagdo na extregiio de ADN.




Anexo E4: Extraccdo de DNA a partir de sangue total
(Adaptado de Gonzales et al.(2005) citando Clausen et al.(1998))

. Foram descongelados & temperatura ambiente 50 pl do sangue total

- Ao sangue descongelado foi adicionado 125 pl de PBS e “vortexado” por 15 s;
antes da centrifugados a 13200 rpm por 6 min e 30 s;

3. Foi descartado o sobrenadante no produto da centrifugagéio conservando-se o pellet;

. Foram adicionados 125 ul de PBS e “vortexado™até ressuspender o pellet antes da
centrifugagdo nas condigdes anteriores;

. Foi novamente descartado o sobrenadante conservando-se o pellet;

. Foram repetidos 4 vezes os passos 4; 5 e 6 (na sequéncia, até obter um sobrenadante
limpido);

. Foram adicionados ao pellet 25 pl de tampéo de lise (50 mM KCl, 0.5% Tween 20,
10mM Tris-HCI pH 8) € 1.25 pl de proteinase k (20 mg/ml) e incubados durante a
noite a 56 °C;

No dia seguinte os tubos foram incubados por 10min em banho-maria a 100 °C (para
desnaturagio da proteinase k) e foram feitas mais 2 aliquotas de produto de extrac¢do diluido

10x e 100x respectivamente. Todas alicotas foram conservadas a — 20 °C até a utilizagdo.

Anexo E5: Extracgio de DNA a partir de discos impregnados de sangue
(segundo Gonzales et al.(2005) citando Boid er al.(1999))

. Colocar num eppendorf 3 discos de papel de filtro impregnado de sangue
amostral; l

. Adicionar 200 pl de agua destilada e incubar % hora a 37 °C;

. Centrifugar 10 min a 7800 G;

. Descartar o sobrenadante (para eliminar a hemoglobina);

. Ressuspender o disco em 100 ul de agua bidestilada e incubar 30 min a 99 °C;

. Centrifugar nas condi¢des anteriores;




7. Recuperar o sobrenadante noutro tubo limpo. A partir deste foram feitas mais 2
aliquotas de produto de extrac¢do diluido 10x e 100x respectivamente. Todas

alicotas foram conservadas a — 20 °C até utilizagdo,

Anexo E6: Parasitémias estimadas de acordo com o nivel de diluicdo de ADN

Segundo Boid er al. (1999), na extracgio de sangue total recupera-se quase a totalidade
do ADN na amostra e perde-se boa parte (cerca de 50 % ou mais) dos tripanossomas na
extrac¢@o por fervura de disco, quando se descarta o primeiro sobrenadante. Deste modo, o
ADN ndo diluido extraido de sangue total cormresponde .& parasitémia de  5.10°
tripanossomas/ml e o extraido por fervura de disco & = 5.10° tripanossomas/ml. Assim pode-se
presumir as seguinte ordem decrescente de parasitémia’ de acordo com o método de extracgao
¢ o nivel de dilui¢do do ADN:

1° Sangue total (néo diluido)

2° Boiling de discos (ndo diluido)
3° Sangue total (diluido 10x)

4° Boiling de discos (diluido 10x)
5° Sangue total (diluido 100x)

6° Boiling de discos (diluido 100x)

! Esta parasitémia pode estar subestimada particularmente em relagad  extracgio de ADN por fervura (Boiling)
de discos impregnados, pois ndo se sabe qual o exacto nivel de perda de tripanossomas.
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