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Mais de vinte espécies de Leishmania causam amplo
espectro de manifesta¢des clinicas em animais e huma-
nos, sendo genericamente classificadas em leishmaniose
cutanea (LC), mucocutinea (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-
¢do restrita a amostras cultivadas e realizada em labo-
ratorios 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-
légicos e para a priorizagdo de medidas de controle
dessa zoonose. Este trabalho propde a validagao, 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 colecao 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, presenga 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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A esquistossomiase mansdnica, altamente prevalente no
mundo, é responsavel por um elevado numero de 6bitos em
seres humanos. O diagnostico dessa moléstia é estabelecido
com o emprego de técnicas laboratoriais convencionais
quantitativas, com destaque para o exame parasitologico
das fezes. Entretanto, pesquisadores tém observado que
os exames parasitologicos quantitativos podem apresentar
baixas e moderadas sensibilidades diagndsticas, o que
justifica a busca de técnicas mais sensiveis e eficientes que
possam ser utilizadas em programas de controle governa-
mentais. Este trabalho foi delineado para a validac¢éo da
técnica parasitologica TF-Test Quantified para detec¢ao
quantitativa de ovos de Schistosoma mansoni em fezes
de camundongos (Mus musculus) experimentalmente
infectados. Foram realizados quatro experimentos com um
total de 43 animais infectados por cercarias da estirpe BH
(origindria de Belo Horizonte, Estado de Minas Gerais) de
S. mansoni. Os trés primeiros experimentos permitiram
desenvolver e avaliar um protocolo operacional para a
técnica quantitativa de TF-Test Quantified. Para isto, as
fezes eliminadas pelos animais no periodo de 24 horas,
entre 0 45° e 0 69° dia apds a infec¢io experimental, foram
colhidas, pesadas e processadas em laboratdrio pela técnica
de TF-Test Quantified. A partir do y0° dia de infec¢ao os
animais foram eutanasiados para recuperagdo dos vermes
adultos no sistema porta-hepatico e posterior obten¢ao de
uma estimativa de elimina¢ao didria de ovos por fémea
de S. mansoni. Esse procedimento possibilitou definir
um novo fator de conversao para a quantificagdo de ovos
por grama (OPG) nas fezes desses animais. A partir des-
ses resultados foi realizado um quarto experimento de
valida¢do laboratorial da nova técnica parasitologica de
TF-Test Quantified, em comparagdo com a técnica de
Helm-Teste e Exame Padrao Verdadeiro (Gold Standard).
Os resultados preliminares ja obtidos entre as duas técni-
cas parasitologicas e confirmados com o Gold Standard,
foram favoraveis a técnica de TF-Test Quantified, a qual
apresentou 100% em termos de parametros diagnosticos de
sensibilidade, 100% de positividade e concordancia Kappa
(k) e sua classificagdo como “Quase Perfeita”. Os resultados
preliminares ja obtidos indicam que o ganho de sensibi-
lidade diagnodstica de forma quantitativa que essa nova
técnica deverd proporcionar, importante contribuicio para
arealizacao de inquéritos populacionais e monitoramento
de programas de controle da parasitose.
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