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DNA.
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RESUMO

Este trabalho teve com objetivo avaliar o melhor tecido e a técnica mais eficaz na extragdo de DNA
para o diagnostico da leishmaniose visceral canina por PCR. Os tecidos utilizados foram baco, figado,
linfonodo popliteo, medula 6ssea, swab conjuntival e sangue, provenientes de 18 caes naturalmente
infectados, sendo 16 assintomaticos e 2 sintomaticos. O DNA foi extraido com kits comerciais e pelas
técnicas do isopropanol e da silica. Os resultados sugerem que a melhor associagéo de técnicas para
o diagndstico do calazar canino por PCR inclui o uso do linfonodo popliteo como fonte de DNA e o
emprego de kits comerciais de extragdo para a purificacdo de DNA. Nas condigbes aqui descritas, a
sensibilidade da PCR alcangou 72% numa amostra em que 88% dos caes eram assintomaticos.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral, PCR, cdo, Leishmania chagasi, tecido, extragdo de DNA

DIAGNOSTIC OF CANINE KALA-AZAR: TISSUE versus DNA EXTRACION METHOD.
WHAT IS THE BEST OPTION?

ABSTRACT

The purpose of this work was to evaluate the best source tissue and the most efficient DNA extraction
method for the diagnosis of canine visceral leishmaniasis by PCR. Samples were taken from spleen,
liver, popliteal lymph node, bone marrow, conjunctiva and peripheral blood of naturally infected dogs,
from which 16 were asymptomatic and 2 symptomatic. DNA extraction was performed with
commercial kits and isopropanol or silica methods. The results suggest that the best association
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includes the extraction of DNA from popliteal lymph node using a kit. In the conditions described
here, the PCR sensitivity reached 72% in a sample where 88% of the dogs were asymptomatics.

Keywords: visceral leishmaniasis, PCR, dog, Leishmania chagasi, tissues, DNA extraction methods.

INTRODUGAO

As leishmanias sdo protozoarios digenéticos da familia Trypanosomatidae (ordem Kinetoplastida), cujas
espécies sao todas parasitas de animais ou plantas. O género Leishmania, em conjunto com Trypanosoma
e Endotrypanum, é composto por espécies digenéticas parasitando vertebrados.

Na América, a leishmaniose visceral (LV) tem como agente etiolégico a espécie Leishmania (L.)
chagasi, distribuida desde o norte do México até o sul da Argentina. O principal vetor é o flebotomineo
Lutzomyia longipalpis, da familia Psychodidae, sub-familia Phlebotominae (LAINSON & RANGEL, 2005)

Em 1954, Deane & Deane descobrem que a transmissdo é realizada pela L. longipalpis e que o
reservatorio silvestre é constituido por raposas Lycalopex vetulus (DEANE & DEANE, 1954b);
posteriormente, conseguem infectar flebétomos alimentando-os em raposas infectadas (DEANE & DEANE,
1954c). O cao ¢ o principal reservatério da L. chagasi e, sendo companhia constante do homem, favorece a
dispersédo da doenga durante a migragdo humana através das areas endémicas.

No Brasil, a LV, também conhecida por calazar, tinha inicialmente um carater eminentemente rural,
mas, recentemente, vem se expandindo para as areas urbanas de médio e grande porte. Os dados
epidemioldgicos dos Ultimos dez anos revelam a periurbanizagdo e a urbanizagdo da leishmaniose visceral,
destacando-se os surtos ocorridos no Rio de Janeiro (RJ), Belo Horizonte (MG), Aragatuba (SP), Santarém
(PA), Corumba (MS), Teresina (Pl), Natal (RN), S&do Luis (MA), Fortaleza (CE), Camacari (BA) e mais
recentemente as epidemias ocorridas nos municipios de Trés Lagoas (MS), Campo Grande (MS) e Palmas
(TO). (BRASIL, 2006).

No Brasil, em 1956, Deane propbés como medidas de controle da leishmaniose visceral o tratamento dos
casos humanos, o sacrificio dos caes infectados e a regular borrifagdo das casas com casos. Estas
medidas ainda sdo adotadas pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2006).

Varias técnicas podem ser usadas para o diagnéstico da leishmaniose visceral, desde a identificagdo do
parasito por cultura de aspirado de medula até o uso de técnicas moleculares; entretanto ainda ha uma
busca por ensaios de baixo custo, que apresentem um equilibrio satisfatério entre sensibilidade e
especificidade, distingam entre pacientes assintomaticos, com doenga em progresséo ou em fase de cura e
que possam ser realizados em campo.

A identificagcdo do parasita por exames diretos de aspirado de bago e medula 6éssea do paciente e as
culturas foram os primeiros ensaios diagndsticos sendo ainda bastante utilizados na pratica médica. O
cultivo de aspirado de bacgo é mais eficiente (95%) na deteccéo do parasito do que quando a cultura é feita
com amostras de medula 6ssea (54 a 86%) ou linfonodo (64%) (SIDDIG et al, 1988). Em condigbes ideais a
cultura pode atingir elevados indices de positividade, sendo equivalente mesmo ao PCR (MATHIS &
DEPLAZES, 1995); entretanto, a coleta é invasiva, causando desconforto e risco ao paciente, além de
necessitar de um profissional extremamente capacitado para realizacdo da mesma e demandar um longo
tempo para a resposta. O exame direto de aspirados, por isso, ganha importancia na pratica médica, apesar
de ser invasivo e ter baixa sensibilidade (PIARROUX et al., 1994; BRASIL, 2006).

Os testes soroldgicos s&o largamente empregados na deteccdo de anticorpos anti-Leishmania. A
reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), dada a complexidade antigénica do parasita, € sujeita a
reagbes cruzadas com leishmaniose cutanea e com infecgbes causadas por outros tripanosomatideos e
micobactérias, por este motivo, a especificidade varia em torno de 80% e a sensibilidade entre 60 e 100%,
dependendo do estado clinico do cdo e das infec¢des comuns na regido em estudo (MOHAMMED et al,
1986; DA COSTA et al, 1991; BOELAERT et al., 2004; METTLER et al., 2005). Além da RIFI, o Ministério da
Saude ja tem padronizado um teste de ELISA, ambos utilizados para inquéritos de saude publica. Em nivel
nacional, ha apenas um teste de ELISA, produzido por uma empresa particular, que é autorizado pelo
Ministério da Agricultura para diagndstico do calazar canino.

As técnicas envolvendo biologia molecular, embora com elevado potencial diagndstico, ainda nao
ganharam o mercado para as leishmanioses (BENSOUSSAN et al.,, 2006; SALOTRA & SINGH, 2005;
MARY et al., 2004).

A reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) é uma atrativa alternativa para
o diagnéstico neste contexto e pode empregar amostras ndo invasivas ou pouco invasivas que tem grande
importancia porque sao simples, indolores e trazem menor resisténcia do cao e do proprietario (FERREIRA
et al, 2008).

Nos estudos com leishmaniose visceral, o PCR tem sido utilizado com varias finalidades além de
diagndstico, tais como o monitoramento do tratamento e estudos epidemiolégicos. Esta técnica tem sido
descrita como um método sensivel para a detecgao do parasita, independente da imunocompeténcia ou da
histéria clinica do paciente. Muitos centros de pesquisas tém avaliado o uso do PCR para o diagndstico de



leishmaniose visceral utilizando o sangue periférico, porque a bidpsia esplénica e a pungdo de medula
6ssea nao sao técnicas adequadas para uso fora do ambiente hospitalar (GONTIJO & MELO, 2004). Em
caes, Ferreira et al. (2008) encontraram uma alta positividade em amostra de swab conjuntival associando a
PCR com a hibridizagdo, Lachaud et al (2001) observaram alta sensibilidade ao utilizar coagulo sanguineo,
Solano-Galego et al (2001) encontraram 51% de positividade em pele, Andrade et al (2006) em pele e bago
e Maia et al (2009) avaliam a melhor alternativa entre bacgo, linfonodo e medula éssea. Nao ha ainda um
consenso sobre qual o melhor tecido ou material para a obtencdo de DNA amplificavel por PCR, mas os
autores buscam sempre a aquisi¢do de amostras de forma menos invasiva e protocolos com baixo custo

Na purificagdo de DNA para a realizagdo do PCR, varios reagentes sao utilizados (SAMBROOK et al.,
2003), sendo o fenol-cloroférmio-alcool isoamilico o protocolo mais empregado; entretanto, a toxicidade do
fenol, implica em muita cautela na preparagdo e no descarte do reagente para evitar agravos a saude.
Protocolos alternativos podem ser utilizados e, com o avango tecnolégico em biologia molecular, varios kits
comerciais estao disponiveis, reduzindo o tempo de extragdo, aumentando a seguranga do pesquisador,
além da qualidade e da quantidade no DNA extraido (AUSUBEL et al., 2002).

Tendo em vista a inexisténcia de um consenso sobre a melhor combinacdo entre fonte de DNA e
método de extragdo para o diagndstico do calazar canino por PCR, trabalho teve por objetivo avaliar o
melhor tecido e a técnica mais eficaz de extragdo de DNA para o diagnéstico desta enfermidade em caes.

MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras

Os 16 caes assintomaticos foram provenientes do Centro de Zoonoses de Caic6/RN, selecionadas em
inquérito epidemioldgico no municipio, e 2 (dois) sintomaticos que foram atendidos no Hospital Veterinario
da UFCG. Os cdes foram inicialmente diagnosticados pelo ensaio imunoenzimatico ELISA S7° e
confirmados parasitologicamente em pelo menos um dos seguintes exames: cultura de medula 6ssea e
baco, esfregagco de medula 6ssea e imprint de pele, linfonodo popliteo, figado e bago.

Para a coleta de sangue venoso, realizagao do swab conjuntival e retirada de medula éssea, os animais
foram inicialmente sedados com quetamina + xilazina (0,5 mg/kg a 10% + 10 mg/kg a 10% IM) e em
seguida sacrificados por aprofundamento anestésico com tiopental sédico (12,5 mg/kg IC a 2,5%), como
preconizado pelo Ministério da Saude. Os fragmentos de figado, bago e linfonodo popliteo obtidos durante a
necropsia foram acondicionados em tubo de 1,5 mL e congelados até a realizagéo dos testes.

Local de execugao

Todas as amostras foram testadas no Laboratério de Biologia Molecular do Semi-arido do CSTR/UFCG.

Leishmania chagasi

Os parasitos utilizados com controle positivo foram isolados no municipio de Patos/PB de medula éssea
de caes infectados naturalmente, mantidos em crescimento em meio bifasico NNN/LIT e congelados a -
20°C em 25% de glicerina.

Protocolos de extragao de DNA

Sangue venoso total, swab conjuntival, medula 6ssea, figado, bagco e linfonodo popliteo foram
submetidos a extragdo de DNA seguindo as técnicas do isopropanol (AUSUBEL et al. 2002), silica (descrita
pelo Australian Commonwealth Scientific and Industrial Research Organisation/CSIRO, Australia) e por kits
comerciais de acordo com o protocolo descrito pelos fabricantes' ',
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Técnica de extragao pela silica

1. Para SANGUE, centrifugar 100 yL de sangue e o lavar 2X com 1 mL de PBS 1X pH 7.4. Adicionar
200 yL de tampéo de lise (100 mM TrisHCI pH 8, 5 mM de EDTA pH 8, 200 mM de NaCl e 2% SDS), 4 pL
de proteinase K (do estoque 10 mg/mL). Seguir a partir do passo 3.

2. Para os fragmentos de 2 mm de cada TECIDO, adicionar 200 yL tamp&o de lise (100 mM TrisHCI
pH 8, 5 mM de EDTA pH 8, 200 mM de NaCl e 2% SDS), 4 uL de proteinase K (do estoque 10 mg/mL);

3. Incubar em banho-maria a 56°C até completa dissolucao do tecido;

4. Acrescentar 40 pL de acetato de potassio e homogenizar;

5. MAnter em gelo por 4 minutos;

6. Centrifugar, recolher o sobrenadante para um microtubo de 1,5 mL;

7. Adicionar 240 uL de solugéo ligadora de DNA (10% w/v de silica, 3 M de tiocianato de guanidina, pH
6 - 6.5);

8. Misturar o material por inverséo por 5 minutos;

9. Peletar a silica por centrifugacdo a 12000g por 2 min e lavar duas vezes com 1 mL de etanol 70%
gelado. Inverter o tubo para homogeneizar da silica e o etanol em todas as lavagens.

10.Eluir o DNA com 200 uL de tampao de eluigdo (10mM de Tris pH8), homogeneizar, e centrifugar as
amostras por 1 minuto a 8000 rpm (= 6000 x g).

11. Remover o sobrenadante, contendo o DNA, para um outro tubo.

12.0 DNA foi estocado a -20°C até a realizagdo do PCR.

Técnica de extragao pelo isopropanol

A técnica de extragao por isopropanol seguiu o protocolo descrito por Ausubel et al, (2002), antecedido
pela digestdo enzimatica usando o tampéo de lise e proteinase K como descrito no protocolo de extragao
pela silica.

Dosagem de DNA

Logo apés a extragdo, as amostras foram analisadas em fotdmetro'? para verificagdo concentragdo da
DNA (pg/mL) e para determinagao do grau de pureza através do coeficiente Azgg nm/A2s0 nm-

De acordo com o protocolo do kit, a extracdo de DNA de tecido deve ser realizada com um fragmento
de cubico de 2 mm, com peso aproximado de 10 a 15 mg. Em um fragmento de 25 mg de figado e de 10
mg de baco se obtém, respectivamente, de 10 a 30 ng e de 5 a 30 ug de DNA. Para 100 pL de sangue de
mamifero é obtido de 4-5 ug de DNA de cao.

Procedimento do PCR

Como controle positivo foi utilizado DNA extraido de cultura de Leishmania chagasi pelas técnicas
citadas acima e como controle negativo foi substituido o DNA por agua ultra pura.

Para a reacédo de amplificacdo do DNA foram utilizados os seguintes reagentes: tampéo 10X, 20mM de
dNTP, 20uM de cada primer (LK1 e LK2), 2U de taq polimerase e 5 yL de DNA (diluido 1/10) de cada
amostra e agua ultra-pura para volume final de 20 yL. Os primers utilizados foram os mesmos descritos por
Lambson et al., (1999) que amplificam sequéncias de minicirculo de Leishmania chagasi (E: 5' - CCA GTT
TCCCGCCCCG-3;F:5-GGGGTT GGT GTAAAATAG G -3

O ciclo de termociclagem foi constituido por uma etapa inicial de desnaturagao a 95°C por 5 minutos,
seguida de 35 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 30 seg, pareamento a 60°C por 30 seg e extenséo a 72°C
por 30 seg, sucedidos de uma extenséo final por 10 minutos.

Apéds a termociclagem, 5uL de cada reacao foi adicionada a 1 uL de Blue green Loading dye 1"’ e em
sequéncia aplicados em gel de agarose a 1,2 % e submetidos a eletroforese em cuba horizontal e tampéao
TBE 0,5 X (Tris base 1M, acido bérico anidro 1M e EDTA sdédico di-hidratrado 20 mM). Apés a corrida as
bandas foram visualizadas em transiluminador e fotografadas.

12 BioPhotometer plus Eppendorf
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Analise estatistica

Analise realizada pelo Programa SAS (1999) sendo os dados avaliados pelo teste de qui-quadrado e as
médias comparadas pelo Teste de Tukey, com significancia de 95%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracdo média de DNA por cada técnica em cada tecido esta representada na tabela 1 e os
valores médios, maximos e minimos representados graficamente na figuras 1, 2, 3 e 4. De acordo com os
resultados da tabela 1, o kit teve o melhor desempenho quando comparado as demais técnicas, seguido da
técnica do isopropanol, que também resultou em valores médios de concentragdo proximo ou acima de 10
ug/ml para cinco dos seis tecidos ensaiados. Em média, a silica apresentou o pior desempenho, com
menores concentracdes finais de DNA nas amostras.

Como pode ser observados nas figuras 2 a 4, houve uma variagdo grande no rendimento de extracéo
em todos os métodos empregados, que pode refletir a variagdo na quantidade de material de cada amostra
ou ainda na celularidade relativa delas.

Tabela 1: Concentragdo de DNA (ug/mL) de tecido de cédo extraido com kit comercial, isopropanol e silica e
medida por fotometria.

Tecidos
Técnicas Baco Figado Popliteo Sangue Medula Swab Média
Kit 134,32%  181,92" 163,02" 24, 16" 12,1* 22,26" 89,63
Isopropanol 57,98" 16,43° 79,68" 17,52* 4,76° 9,26"® 30,94
Silica 26,67° 12,79® 3,24° 2,38° 10,76 3,35° 9,87
A, B e C: letras iguais na mesma coluna nao ha diferencga significativa.
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Figura 1: Concentragdo média de DNA (ug/mL) obtida na extracdo de bago, figado, popliteo, sangue e
medula 6ssea utilizando kit comercial ou as técnicas de isopropanol e silica.
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Figura 3: Concentragbes média, maxima e minima de DNA em ug/mL obtidas nas extragbes de tecidos com
a técnica de isopropanol.
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Figura 4: Concentragbes média, maxima e minima de DNA em ug/mL obtidas nas extragbes de tecidos com
a técnica de silica.

Em relagdo ao grau de pureza, as médias estdo apresentadas na tabela 2 e os valores médios,
maximos e minimos representados graficamente nas figuras 5, 6 e 7. De acordo com Held (2009), baseado
na relacdo A260/A280, preparagdes puras de DNA e RNA devem ter uma absorbancia esperada >1,8 e
>2,0, respectivamente. Em valores abaixo de 1,8, ha contaminagéo por proteinas, como validado por Glasel
(1995). De acordo com a tabela 2, a técnica do isopropanol foi a que obteve o melhor grau médio de pureza.
A pureza obtida pelo kit foi inferior provavelmente devido a extracdo de uma quantidade excessiva de
material, o que pode ser constatado pelos elevados rendimentos, muito acima do preconizado pelo
fabricante do kit (10 ug/mL). O baixo grau de pureza do DNA de algumas amostras reflete-se em rastros no
gel de agarose dos produtos de PCR, como indicado na figura 10.

Tabela 2: Valores médios do grau de pureza do DNA de tecidos de céo extraido com kit comercial, pelas
técnicas do isopropanol e da silica e medido por fotometria.

Tecidos
Técnica Baco Figado Popliteo Sangue Medula Swab Média
Kit 1,79 1,93 2,10* 1,50° 1,29° 1,57° 1,7
Isopropanol 1,80" 2,89" 1,73° 2,16" 2,19" 2,24" 2,2
Silica 1,24° 1,28° 1,57° 1,48" 1,28° 1,36° 1,4

A, B: letras iguais na mesma coluna néo ha diferencga significativa.
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Figura 5: Grau de pureza do DNA da extragdo com kit comercial
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Figura 6: Grau de pureza de DNA da extragdo com a técnica de isopropanol
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Figura 7: Grau de pureza de DNA extraido com a técnica de silica



Como controle do ensaio, foi realizada a extracdo de DNA de Leishmania chagasi proveniente de
cultura em meio bifasico NNN/LIT. Aproximadamente 10° leishmanias foram submetidas a extragao de DNA
pelas trés técnicas. De acordo com as tabelas 3 e 4, apesar da maior quantidade e a melhor qualidade de
DNA terem sido obtidos com a silica, ndo houve diferenca significativa em relagdo ao isopropanol.
Entretanto, a quantidade foi inversamente proporcional a pureza (figuras 8 e 9).

Os resultados apresentados aqui mostram que para células isoladas o kit teve melhor desempenho,
com um bom rendimento e elevado grau de pureza. Ja para a extragdo de tecidos a pureza de DNA
extraido pelo kit foi inferior ao esperado, talvez por problemas associados a solubilizagdo do material.

Tabela 3. Médias da concentracdo de DNA (ug/mL) de Leishmania
chagasi,proveniente de cultura de promastigotas, extraido com kit
comercial e com as técnicas do isopropanol e da silica.

Técnica png/mL
Kit 8.5"

Isopropanol 10.86™°
Silica 17,9°

A, B: letras iguais nédo ha diferenca significativa.

Tabela 4. Médias do grau de pureza do DNA de Leishmania chagasi,
proveniente de cultura de promastigotas, extraido com kit comercial
e pelas técnicas do isopropanol e da silica.

Técnica A260/A280
Kit 2.270*
Isopropanol 1.683"°
Silica 1.286°

A, B: letras iguais ndo ha diferenca significativa.
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Figura 8: Concentragcdes médias, maximas e minimas de DNA de Leishmania chagasi extraido com kit
comercial e pelas técnicas do isopropanol e da silica
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Figura 9: Médias, maximas e minimas do grau de pureza do DNA de Leishmania chagasi extraido com kit
comercial e pelas técnicas do isopropanol e da silica

Independente do grau de pureza e da concentragdo de DNA, todas as amostras foram submetidas a
PCR. Nao houve resultado positivo na PCR de sangue, medula 6ssea e swab de conjuntiva em nenhuma
das trés técnicas de extragcdo de DNA (foto n&o exibida), ndo corroborando com os resultados de Moshfe et
al (2009), Solano-Galego et al (2001) e Ferreira et al (2008), respectivamente. De uma forma geral, para
estes tecidos, e nas trés técnicas, nao houve uma boa extragdo de DNA, além do grau de pureza indicar
uma alta porcentagem de proteina.

Comparando com a eficiéncia observada por outros autores para sangue e medula, esta diferenga pode
ter sido favorecida por terem utilizado coagulo, ao invés de sangue, e um volume maior da amostra de
medula, respectivamente (LACHAUD et al, 2001; SOLANO-GALEGO et al, 2001). Neste experimento, o kit
utilizado preconiza o uso de 50 a 100 uL de sangue contendo hemacias nao nucleadas e de 5 a 10 uL para
nucleadas. Pelas caracteristicas das células da medula dssea, foi utilizado volume de 10 uL na extragéo.
Outra justificativa € a baixa disseminagdo hematogénica da Leishmania, uma vez que 16 dos 18 caes
analisados eram assintomaticos, como também observado por Solano-Galego et al (2001). Para o swab de
conjuntiva, o aumento da frequéncia de positivos foi obtido por Ferreira et al (2008) em fungdo do uso de
técnica de hibridizagao, além de terem utilizado apenas animais sintomaticos.

Na PCR do linfonodo popliteo, baco e figado obteve-se positividade de 72,2, 66,67 e 66,67%,
respectivamente (tabela 5 e figura 10), quando a extragao foi realizada com o kit comercial. Nas trés
técnicas, a maior positividade também foi observada nas amostras do linfonodo popliteo. Estes resultados
concordam com os obtidos por Maia et al (2009) que afirmam que a PCR de linfonodo € a melhor opgao
como diagnéstico primario, seguido da PCR da medula 6ssea quando n&o ha linfoadenopatia, uma vez que
a pungao de bago € um método muito invasivo e sujeito a hemorragia. Quando os animais foram avaliados
quanto a positividade em pelo menos uma das técnicas, a sensibilidade maxima da PCR foi de 88,88%
utilizando-se o kit comercial; em apenas dois animais ndo houve amplificacdo no baco, figado e linfonodo
popliteo. Este resultado é semelhante ao obtido por Andrade et al (2006) em pele (87,2%), baco (84,6%) e
figado (80,0%), com sensibilidade maior no grupo de cdes sintomaticos, e bem superior ao obtido por
Moshfe et al (2009) que foi de 53,9% e 43,4% em animais sintoméaticos e assintomaticos, respectivamente.



Tabela 5. Resultado da PCR das amostras de linfonodo popliteo, bago e figado em
relagdo aos trés protocolos de extragao de DNA.

Técnica Kit Isopropanol Silica
Popliteo Ne % Ne % Ne %
Negativo 5 27,78 13 72,22 14 77,78
Positivo 13 72,22 5 27,78 4 22,22
Bago Ne % N2 % N2 %
Negativo 6 33,33 15 83,33 17 94,44
Positivo 12 66,67 3 16,67 1 5,56
Figado Ne % Ne % Ne %
Negativo 6 33,33 15 83,33 17 94,44
Positivo 12 66,67 3 16,67 1 5,56

1500 pb
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PM: Peso molecular; CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; seta preta: banda positiva
Seta amarela: provaveis rastros de RNA; numeros: identificacdo das amostras.
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Figura 10. Resultado da PCR de bago com DNA extraido com kit comercial.

CONCLUSAO

Os resultados apresentados sugerem que a melhor associagdo de técnicas para o diagndstico do
calazar canino por PCR inclui o uso de linfonodo popliteo como fonte de DNA e o emprego de kits
comerciais de extragao para a purificagcdo de DNA. Nas condi¢gbes aqui descritas, a sensibilidade da PCR
alcangou 72% numa amostra em que 88% dos caes eram assintomaticos.
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