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Molecular differentiation of Leishmania species:
preliminary results

TRIGO, B. B.;* PAULAN, S. C.;*> OLIVEIRA, E M.;?
KUBOTA, D. K. K?ITO, P. K. R. K;*NUNES, C. M.5
'Mestranda do Programa de P6s-Graduagao em Ciéncia
Animal, Faculdade de Medicina Veterindria, Universidade
Estadual Paulista (Unesp), Aragatuba/SP, Brasil. E-mail:
beatrizbtrigo@hotmail.com

>Doutora em Ciéncia Animal, Faculdade de Medicina
Veterinaria (Unesp), Aragatuba/SP, Brasil.

3 Bolsista do Programa de Iniciagdo Cientifica (CNPgq/
Pibic Jr.), Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular,
Faculdade de Medicina Veterinaria (Unesp), Aracgatuba/
SP, Brasil.

4+ Médico-veterinario formado pela Faculdade de Medicina
Veterinaria (Unesp), Aragatuba/SP, Brasil.

s Professora adjunta do Departamento de Apoio, Produgdo
e Saude Animal, Faculdade de Medicina Veterindria
(Unesp), Aragatuba/SP, Brasil.

Mais de vinte espécies de Leishmania causam amplo
espectro de manifestacdes clinicas em animais e huma-
nos, sendo genericamente classificadas em leishmaniose
cutanea (LC), mucocutanea (LMC) e visceral (LV), todas
com ocorréncia no Brasil. O diagnéstico dessa zoonose é
estabelecido por avaliagao clinica, soroldgica e parasito-
légica (visualizagdo de formas amastigotas), seguida ou
nao do isolamento em meio de cultura e, mais recente-
mente, por técnicas moleculares. Atualmente o “padrao
ouro” para diferenciacao das espécies de Leishmania
spp. € a eletroforese de isoenzimas (multilocus enzyme
electrophoresis - MLEE), técnica laboriosa, de aplica-
¢éo restrita a amostras cultivadas e realizada em labo-
ratérios de referéncia. Entretanto, como as técnicas
baseadas na reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)
tém sido amplamente aplicadas para a caracterizagdo e
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diferenciacdo das espécies de Leishmania, elas passaram
a ser um importante recurso para estudos epidemio-
logicos e para a priorizagdo de medidas de controle
dessa zoonose. Este trabalho propée a valida¢ao, por
PCR em Tempo Real (qPCR), de oligonucleotideos
iniciadores (primers) previamente validados in silico
por PCR eletronico. Adicionalmente, alguns dos pri-
mers ja validados e descritos como espécie-especificos
também foram incluidos nesta valida¢ao por qPCR.
Os primers foram testados em estirpes de referéncia de
Leishmania braziliensis, L. amazonensis, L. infantum e L.
major, cedidas pela colec¢ao de Leishmania, do Instituto
Oswaldo Cruz, e de L. chagasi, estirpe isolada localmente
e cedida pelo Laboratério de Imunologia da FMVA
da Unesp. De 186 pares de primers validados in silico,
foram inicialmente escolhidos e testados cinco pares
para cada espécie: um para L. amazonensis; um para L.
infantum; dois para L. braziliensis; e dois para L. major.
Os resultados obtidos confirmam a especificidade do
par de primers para L. amazonensis. Os demais pares
ndo apresentaram resultados satisfatorios, tanto relacio-
nados a ndo amplificagdo de fragmento de DNA, como
a inespecificidade. Tais fatos podem estar relacionados
a fatores como: variagao entre as estirpes, formacgao de
dimeros, presenca de regides repetitivas do genoma,
dentre outros, uma vez que a analise in silico realizou
selecdo randomica e ampla para potenciais primers num
conjunto de dados especifico. Outros primers deverao
ser testados até que se obtenha um conjunto de pares
espécie-especificos adequado para a composicao de
uma plataforma que permita estabelecer o diagndstico
diferencial das leishmanioses.
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Laboratory validation of the TF-Test Quantified
technique for schistosomiasis mansoni diagnosis
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