Otimizacao da reacao de polimerase em cadeia para deteccao de
Toxoplasma gondii em sangue venoso e placenta de gestantes

Optimization of Toxoplasma gondii detection by PCR in pregnants blood and placenta

T resumo

Silvia Maria Spalding’

ARTIGO ORIGINAL
ORIGINAL PAPER

Recebido em 04/07/01
Aceito para publicagdo em 28/02/02

Maria Regina Reis Amendoeira?
Janice M.C. Coelho?
Sergio O. Angel*

PCR A deteccdo de Toxoplasma gondii no sangue venoso e na placenta de gestantes pela reacdo

Toxoplasma gondii

Gestantes

de polimerase em cadeia pode facilitar o diagnéstico pré-natal da toxoplasmose congénita.
Foram avaliadas gestantes IgM-reagentes e os seus filhos. Além das dosagens de IgG, IgM,
IgA e reacdo de avidez de IgG (MEIA), foram realizadas a técnica de imunoperoxidase e a
inoculacdo em camundongos. De cada amostra foi efetuada amplificacdo génica com primers
do gene B1 e novos primers do gene TGR (chamados ABGTg7 C1 e N1). E preciso observar
que o tratamento poderia ser responsavel por uma diminuicdo da infeccéo. Desta forma, o
diagnéstico negativo confirmaria a eficiéncia do tratamento preventivo na replicacéo
parasitaria no Gtero. A reacéo de polimerase em cadeia mostrou-se sensivel e especifica;
evidenciou a presenca de um a dez taquizoitas; pode ser utilizada com seguranca e
confiabilidade, além de tornar répido o diagndstico da toxoplasmose congénita, sendo,
assim, ferramenta importante na avaliacéo pré-natal.

abstract ey WQ

The Toxoplasma gondii detection in venous blood and placenta of pregnants by polymerase | PR

chain reaction may facilitate the diagnosis of congenital toxoplasmosis. We evaluated pregnants
with reagent immunoglobulin M (IgM) and their children. Beyond serological toxoplasma-specific
immunoglobulins G (IgG), M (IgM), A (IgA) and 1gG avidity (MEIA), we did immunoperoxidasis
and mice inoculation. Genomic amplification with gene B1 primers and new TgR primers (called
ABGTg7 C1 and N1) was conducted for each sample. It’s necessary to observe that treatment
probably is responsible for the infection decrease, that manner, negative results would confirm
uteri therapeutic efficiency. PCR was sensitive and specific, it identified one to ten tachyzoites.
Besides being a fast form of congenital toxoplasmosis diagnosis, it may be used safely and trustly,
as an important tool for congenital evaluation.

Toxoplasma gondii

Pregnants

Introducao

A toxoplasmose congénita pode ocorrer quando a
mulher adquire a infeccdo, fase aguda, durante a gesta-
¢do e a transmite ao feto (16, 19). Segundo Wong &
Remington (21), 90% destes casos sdo assintomaticos
ou oligossintométicos. Nos casos subclinicos, o ideal se-
ria a demonstracdo da parasitemia no neonato, o que

pode ser realizado por meio de isolamento do parasita
em animais e/ou PCR de sangue venoso. O isolamento
do protozoério, a histologia e a histoquimica da placenta
sdo também de grande valor para o diagnéstico (10).
Atualmente, também tem sido utilizada a reacdo de
polimerase em cadeia (PCR), técnica que tem mostrado
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maior sensibilidade (92%-97,4%) e especificidade (100%)
do que os outros métodos de diagndstico ja citados (6, 11,
14). Com a introducdo de diagnéstico sensivel e precoce
para a avaliacdo de gestantes, € possivel iniciar terapéutica
especifica que previne a transmissdo desta protozoose ou
minimiza o desenvolvimento de lesdes no feto.

O objetivo deste trabalho foi o estabelecimento de um
diagndstico de PCRin house, através de diferentes primers,
avaliando a sensibilidade e a especificidade em material
de sangue total e placenta.

Material e métodos

Pacientes e controles

Foram estabelecidos dois grupos. O primeiro grupo,
o controle, era constituido por 31 mulheres soronegativas
(IgG e IgM né@o-reagentes) durante toda a gestacdo e pe-
los 31 recém-nascidos respectivos. Foram efetuadas do-
sagens de IgG (Elisa), de IgG (IFl) e de IgA (MEIA). Nesta
mesma data, foi coletado sangue com EDTA para tentar
evidenciar o parasito por inoculagdo em camundongos e
PCR. No momento do parto, coletaram-se as placentas
de cinco mulheres para realizar a técnica de imunope-
roxidase, a inoculacdo em camundongos e a PCR.

No primeiro contato com as criancas, ap6s o parto, foi
coletado sangue com EDTA para a inoculacdo em animais
e PCR e sangue sem EDTA para a realizacao de dosagens
soroldgicas através das mesmas metodologias ja referidas.

O outro grupo era formado por 50 gestantes soro-
positivas (IgG e IgM positivas) e seus 51 recém-nascidos
(um parto gemelar). No momento do parto, coletaram-
se as placentas de 18 mulheres para realizar a técnica de
imunoperoxidase, a inoculacdo em camundongos e a PCR.
Efetuaram-se também as mesmas metodologias em qua-
tro corddes umbilicais. Neste grupo, além dos métodos
de diagnéstico ja citados no grupo-controle, foi realizada
a reacao de avidez de I1gG (MEIA).

Todas as maes e seus filhos foram acompanhados cli-
nica e sorologicamente até, no minimo, o final do primei-
ro ano de vida da crianca.

Metodologia

A metodologia de extracdo do DNA do T. gondii foi
realizada conforme Angel et al. (1), e a de amplificacdo
génica, conforme Ho-Yen et al. (15), com modificaces.

Teste de sensibilidade

A suspensdo de taquizoitas de T. gondii foi retirada
do liquido peritoneal de camundongos previamente infec-
tados, e foram preparados tubos com as concentracdes que
variaram de 1 a 107 taquizoitas. Foram efetuados os proce-
dimentos de extracdo e quantificacdo do DNA. Para a exe-
cucdo da reacdo de amplificacdo foram utilizados 100ng.

Teste de especificidade

Para o teste de especificidade foram amplificadas amos-
tras de DNA: humano, Trypanosoma cruzi, Leishmania
amazonensis, Trichuris trichiura, Cryptosporidium spp.,
Plasmodium falciparum, Echinococus granulosus,
Mycobacterium tuberculosis e Neisseria meningitidis.

Oligonucleotideos

Foram utilizados dois pares de primers do gene B1 cor-
respondentes aos nucleotideos 694-714, 887-868, 757-
776 e 853-831. Para a realizacdo da PCR simples, os primers
Toxo-N1 (5= GGAACTGCATCCGTTCATGAG - 3') e Toxo-
C1 (5" - TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC - 3"). Para a realiza-
cdo da PCR nested fez-se uso dos primers Toxo-N2
(5" - TGCATAGGTTGCAGTCACTG - 3’) e Toxo-C2
(5" - GGCGACCAATCTGCGAATACACC - 3.

Também foi utilizada a seqiiéncia do elemento
repetitivo em tandem TGR (4) através do par de primers
ABGTg C1 (5’ - TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC-3") e N1
(5" - GGAACTGCATCCGTTCATGAG-3") em amplificacdo
simples. Estes primers foram desenhados a partir do ali-
nhamento de seqiiéncias obtidas dos elementos TGR 1E,
1A, 2e4 (Cristinaetal., 1991) e dos elementos ABGTg7
e ABGTg8 (18).

Processamento das amostras

Foram colocados 500yl da amostra de sangue total e,
para as amostras de placenta, cortados fragmentos (de
T1cm3) de, aproximadamente, 200g de placenta, os quais
foram triturados em gral com TE. A mistura obtida foi filtra-
da e foram realizadas trés lavagens com TE (Tris-HCI
[10mM], EDTA [TmM], pH 8). O sedimento foi ressuspenso
em 300ul de TE, sendo-lhe adicionados 5ul de proteinase
K 20mg/ml. Apés, o material foi incubado a 56°C durante
duas horas. Depois desta incubacdo, foi iniciada a extracdo
do DNA pela adicdo de 300ul de fenol tamponado. A fase
aquosa foi retirada e adicionaram-se 300pl de fenol: cloro-
formio/alcool isoamilico (1:1) e, ap6s, com 300l de
cloroférmio/alcool isoamilico. Foi adicionado etanol a
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100%. Em paralelo, foi realizado o controle da extracao
de DNA. A quantificacdo do DNA foi realizada em gel de
agarose a 1%.

Deteccao da PCR

Foi preparada a mistura de reacdo nas seguintes con-
centracdes: tampao 10pl x Spl; MgCl (50mM) 1,5ul; primer
Toxo-N1 (50pmol/pl) Tpl; primer Toxo-C1 (50pmol/pl) Tul;
DNTPs (10mM) 1ul; Tag polimerase 0,5pl; agua Mili-Q
g.s.p. 50ul; 6leo mineral 30ul. Foram acrescentados em
cada bateria de testes trés controles positivos, um contro-
le negativo de extracdo e um de reacdo.

Foi utilizada a seguinte programacdo 95°C por 4min
para desnaturacdo, 35 ciclos: numa temperatura de 95°C
durante 1Tmin para desnaturacao, 55°C por 45s para anela-
mento, 72°C por Tmin para extensao e, finalizando, uma
incubacdo adicional a 72°C durante 10min. O amplicon
resultante foi checado em gel de agarose a 2%, colocado
em cuba de eletroforese durante um hora a 100V. A
visualizacdo foi efetuada através de luz ultravioleta (UV).

PCR nested e TGR-PCR

Todas as amostras negativas e controles foram sub-
metidos a PCR nested. Para tanto, foi retirado 1pl do pro-
duto de PCR simples e adicionado a mistura de reacao
[tampdo 10pl x 5ul; MgCl (50mM) 1,5ul; primer Toxo-
N2 (50pmol/ul) Tul; primer Toxo-C2 (50pmol/pl) Tul;
DNTPs (10mM) 1ul; Tag polimerase 0,5ul; 4gua Mili-Q
qg.s.p. 50ul; éleo mineral 30ul].

Repetiu-se o processo nas mesmas condicdes anterior-
mente citadas.

A metodologia de PCR simples foi repetida utilizando-
se o par de primers ABGTg C1 e N1 da seqiiéncia do ele-
mento repetitivo TGR, nas mesmas condicdes de reacdo,
e posterior checagem do material.

Imunoperoxidase

O estudo imunoistoquimico foi realizado pelo método
de avidina-biotina-peroxidase (ABP), utilizando-se
anticorpo policlonal anti-T. gondii (Dako), pré-diluido, e,
como revelador, a diaminobenzidina (DAB), marca Dako.
As amostras foram previamente emblocadas e iden-
tificadas. Foram analisados tecidos placentarios, represen-
tados por decidua, vilosidades cérion e cordao umbilical.
Foram realizados cortes histol6gicos de 3um cada, colo-
cados em laminas previamente revestidas com silano
(Sigma). Posteriormente, os cortes foram desparafinizados

em estufa a 57°C e submetidos a banhos de imersao su-
cessivos em xilol, alcool e dgua corrente. Foi realizada a
inibicdo da peroxidase endégena com solucéo de peréxido
de hidrogénio e metanol durante 10min. Apds, foi feita a
incubacdo com anticorpo primério anti-T. gondii, por um
periodo de 12 horas overnight, empregando-se o método
de imunoperoxidase (ABP), com posterior revelagdgo com
DAB. Os cortes foram contracorados com hematoxilina
de Mayer e montados com bélsamo sintético. Foram utili-
zados casos-controles positivos, previamente analisados e
contendo elementos parasitarios teciduais de T. gondii.

Resultados

A PCR apresenta elevada sensibilidade (de um a dez
parasitas), especificidade de 100% com os DNAs testa-
dos, além de rapidez na liberacdo do resultado do teste.
Como varios autores ja relataram, maior sensibilidade
(92,9%) e total especificidade, com o resultado em 24
horas, sdo obtidas pela PCR, principalmente no diagnésti-
co da infeccdo fetal (3, 11, 14).

No trabalho executado, para dar confiabilidade a
metodologia implantada, foi testada a especificidade uti-
lizando-se amostras de DNA de varias origens, ndo ocor-
rendo reagdes cruzadas (Figura 1).

Para testar a sensibilidade da PCR simples com os
primers B1 foi utilizada curva de taquizoitas de T. gondii,
observando-se o aparecimento de uma banda de 194pb,
com dez taquizoitas; fazendo-se o nested, observou-se uma
banda de 97pb, com um taquizoita (Figuras 2 e 3). Atra-
vés da PCR simples, com dois pares de primers ABGTg,
observou-se o aparecimento de uma banda especifica de
145pb com um taquizoita (Figura 4).

Uma vez estabelecidas as condi¢des 6timas de amplifi-
cacdo com os primers B1 e ABGTg, realizou-se o ensaio de
PCR no DNA obtido das amostras dos pacientes, sendo
que todas foram negativas no ensaio de amplificacao.

Apesar de a metodologia estar bem estabelecida e
observando-se todos os resultados negativos das amos-
tras, ha a possibilidade da presenca de resultados falso-
negativos. Varias poderiam ser as causas disso: haver a
presenca de inibidores da Taq polimerase, o periodo entre
a infeccdo e a coleta da amostra ser muito longo, a
parasitemia ser fugaz e as pacientes terem iniciado seu
tratamento antes de efetuar a coleta. Estes fatos, mais a
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Figura 1 - Produtos de amplificagio através de PCR simples com primer B1. Eletroforese em gel de agarose a 2% com brometo de etidio. 1) Marcador de 100pb; 2) um taquizoita
+ 1ug de DNA humano; 3) dez taquizoitas + 1ug de DNA; 4) DNA humano; 5) DNA humano; 6) DNA de Mycobacterium tuberculosis; 7) DNA de Neisseria meningitidis;
8) DNA de Echinococus granulosus; 9) DNA de Trichuris trichiura; 10) DNA de Plasmodium falciparum; 11) DNA de Trypanosoma cruzi; 12) DNA de Leishmania amazonensis;

13) DNA de Cryptosporidium spp.; 14) controle negativo de reagao

sensibilidade, também poderiam explicar o isolamento pa-
rasitario negativo obtido pela inoculacio em animais. E
preciso observar que o tratamento poderia ser responsa-
vel por uma diminuicdo da infec¢do, em criancas, da or-
dem de 40% a 60%. Desta forma, o diagndstico negativo
confirmaria a eficiéncia do tratamento preventivo da
pirimetamina e sulfadiazina na replicacdo parasitaria no

194 —

Figura 2 - Produtos de amplificagdo através de PCR simples com primer B1, curva
de parasitas para avaliagdo da sensibilidade. Eletroforese em gel de agarose a 2%
com brometo de etidio. 1) Marcador de 100pb; 2) controle negativo de reagao;

3) um taquizoita de T. gondii; 4) dez taquizoitas; 5) cem taquizoitas; 6) 10
taquizoitas; 7) 10* taquizoitas; 8) 10° taquizoitas; 9) controle negativo de extrag&o

Gtero. Deve-se salientar também que, nas avaliacdes dos
resultados pela PCR das placentas, a espiramicina age re-
duzindo a carga parasitaria neste local (2, 17, 20). Como
o tratamento pode induzir a liberacdo do DNA do parasi-
ta, a PCR pode manter-se positiva por alguns dias (quatro
a, no maximo, 12 dias) apds o inicio da terapia (5).
Diante do exposto, sugere-se que as coletas sejam feitas
antes do inicio do tratamento, o que, por razdes éticas,
nao foi possivel executar neste trabalho.

Por razbes préticas, € impossivel a avaliacéo de toda a
placenta, e a extracdo do DNA de tecidos é mais dificil
que de liquidos. Porém, mesmo que a placenta seja um
material biolégico de facil obtencéo, ela ndo é o mais in-
dicado para a identificacdo do genoma parasitario pela
baixa sensibilidade (8, 9).

A PCR de amostras de sangue é mais sensivel que a
inoculacdo em camundongos. Quando se faz uso de
inoculacdo, junto com as células utilizadas podem estar
presentes fatores inibitérios. Da mesma forma, fracdes do
genoma do parasita sao identificadas por PCR, porém nao
sdo vidveis para a proliferacdo em camundongos (5, 13).

A obtencdo de sangue em gestantes é um método
menos invasivo e ndo requer um especialista, porém apre-
senta baixa sensibilidade (1). A PCR em liquido amniético
apresenta alta sensibilidade e confirma que o parasita esta
invadindo o feto, porém sua obtencédo requer um especia-
lista e, como qualquer técnica invasiva, apresenta riscos a
gestacao.
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Figura 3 - Produtos de amplificagdo através de PCR nested com primer B1.
Eletroforese em gel de agarose a 2% com brometo de etidio. 1) Controle negativo de
extracdo; 2) dez taquizoitas de T. gondii; 3) um taquizoita; 4) controle negativo de
reacdo; 5) marcador de 100ph

Em trabalho executado por Guy & Johnson (12) para
identificacdo de infeccdo ativa por T. gondii no sangue
periférico utilizando PCR nested, foram obtidos resultados

negativos em pacientes com infeccdo cronica, o que re-
comenda o uso deste material para o diagnéstico de in-
feccdo aguda e sugere que a deteccdo de DNA parasitario
pode ser rara no sangue periférico durante a fase cronica
da infeccdo. E importante salientar, porém, que uma PCR
negativa ndo exclui a infeccao recente.

O diagnéstico da toxoplasmose é geralmente basea-
do em argumentos indiretos (sorolégicos); todavia, em
casos de imaturidade ou depressao imunolégicas, a evi-
déncia do parasita deve ser obtida.

A reacdo de polimerase em cadeia mostrou-se sensivel
quando foram utilizados dois jogos de primers do gene B
e um novo jogo de primers da seqliéncia TGR (ABGTg CT
e NT1), sendo especifica com amostras de DNA humano e
de diferentes agentes infecciosos com os quais ndo apre-
sentou reacdo cruzada. Salientamos que os primers TGR
foram mais sensiveis, portanto poderiam ser excelentes
candidatos como alternativa a utilizacdo dos primers B1.
Desta forma, esta metodologia pode ser utilizada com se-
guranca e confiabilidade, além de tornar rapido o diag-
néstico da toxoplasmose congénita, servindo de ferramen-
ta importante na avaliacdo pré-natal. Todavia € necessério
que seja otimizada a coleta das amostras. Para tanto suge-
rimos que seja efetuada uma coleta de sangue com EDTA
antes do inicio da terapéutica especifica e, quando possi-
vel, em dois, quatro, oito e 12 dias do tratamento.

Figura 4 - Produtos de amplificagdo através de PCR com primer ABGTg’ C1 e N1, curva de sensibilidade. Eletroforese em gel de agarose a 2% com brometo de etidio. 1) Marcador
de 100pb; 2) um taquizoita; 3) dez taquizoitas; 4) cem taquizoitas; 5) 10° taquizoitas; 6) 10 taquizoitas; 7) 10° taquizoitas; 8) 10° taquizoitas; 9) controle negativo de extrag&o;

10) controle negativo de reacdo; 11) marcador de 100pb

300G 'G U ‘8E "A ‘OlldUEL 9P OlY

109

|eliojeloqe euloipaly @ eibojojed ap oJla|iselg [eulof



Rio de Janeiro, v. 38, n. 2, 2002

110

Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial

Otimizacéo da reagdo de polimerase em cadeia para deteccéo de Toxoplasma gondii em sangue venoso e placenta de gestantes Spalding et al.

Referéncias

I.Angel, S.O. et al. Screening for active toxoplasmosis in human
patients by DNA hybridizations with ABGTg/ probe in
blood samples. J. Clin. Microbiol,, 35:591-5, 1997.

2. Beazley, DM. & Egerman, RS. Toxoplasmosis. Semin. Perinato. |
22(4):332-8, 1998.

3. Camargo, M.E. Alguns aspectos atuais do diagndstico de labo-
ratério da toxoplasmose. Am.Acad. Nac. Med,, 1 55(4): 236-
9, 1995.

4. Cristina, N. et al. A family of repeated DNA sequences in
Toxoplasma gondii: cloning, sequence analysis and use in
strain characterization. Exp. Parasitol, 73: 73-81, 1991.

5.Dupouy-Camet, ]. et al. Detection of Toxoplasma gondii in venous
blood from AIDS patients by polymerase chain reaction. .
Clin. Microbio,, | 31: 1866-9, 1993.

6. Forestier, F. et al. Prenatal diagnosis of congenital toxoplasmosis
by PCR: extended experience. Prenat. Diagn., 1 8(4):407-9,
1998.

7. Frenkel, ].K. Pathology and pathogenesis of congenital
toxoplasmosis. Bull. NY Acad. Med,, 50: 182-91, 1974.

8. Fricker-Hidalgo, H. et al. Detection of Toxoplasma gondii in 94
placentae from infected women by polymerase chain
reaction, in vivo and in vitro cultures. Placenta, |9: 545-9,
1998.

9. Fricker-Hidalgo, H. et al. Prenatal diagnosis of congenital
toxoplasmosis: comparative value of fetal blood and
amniotic fluid using serological techniques and cultures.
Prenat. Diag, |7:831-5, 1997.

10. Garcia, A. Aspectos morfoldgicos feto-placentdrios na infec-
cdo congénita pelo Toxoplasma gondii. Am. Acad. Nac.
Med, 155:229-31, 1995.

I'l. Grover, C.M. et al. Rapid prenatal diagnosis of congenital
Toxoplasma infection by using polymerase chain reaction
and amniotic fluid. J. Clin. Microbiol., 28: 2297-301, 1990.

12. Guy, EC. & Joynson, H.M. Potential of the polymerase chain
reaction in the diagnosis of active Toxoplasma infection by
detection of parasite in blood. J. Infect. Dis., | 72: 319-22, 1995.

I3. Hitt, LA, & Felice, G.A. Detection of Toxoplasma gondii
parasitemia by gene amplification, cell culture, and mouse
inoculation. J. Clin. Microbiol., 30: 3181-4, 1992.

[ 4.Hohlfeld, P Prenatal diagnosis of congenital toxoplasmosis with
a polymerase chain reaction test on amniotic fluid. N. Engl.
J-Med, 331:695-9, 1994.

I5. Ho-Yen, D.O. et al. Use of the polymerase chain reaction to
detect Toxoplasma gondii in human blood samples. J. Clin.
Pathology, 45:910-3, 1992,

| 6. Jacobs, L. Toxoplasma and toxoplasmosis. Ann. Rev. Microbiol,,

17:429-50, 1963.

I'7. Lynfield, R; Hsu, HW. & Guerina, N.G. Screening methods for
congenital Toxoplasma and risk of disease. Lancet, 353: 1899-
900, 1999.

8. Matrajt, M. et al. Arrays of repetitive DNA elements in the
largest chromosomes of Toxoplasma gondii. Genome, 42:
265-9, 1999.

19. McCabe, RE. & Remington, |.S. Toxoplasmosis: the time has
come. The N. England. |. Med.,, 318(5): 313-5, 1988.

20. Robert-Gangneux, F. et al.Value of prenatal diagnosis and early
postnatal diagnosis of congenital toxoplasmosis: retrospective
study of |10 cases. J. Clin. Microb,, 37(9): 2893-8, 1999.

21.Wong, S.Y. & Remington, ].S. Toxoplasmosis in pregnancy. Clin.
Infect. Dis., 18:853-62, 1994.

Endereco para correspondéncia

Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Av. Ipiranga 2753

CEP 9610-000 - Porto Alegre-RS

e-mail: spalding@farmacia.ufrgs.br




