Diagndstico etioldgico da leishmaniose visceral no Pard, Brasil
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A L. (L.) infantum é o Unico agente de leishmaniose visceral (LV) nas Américas. A
LV é endémica no Para, onde a leishmaniose tegumentar (LT) também é muito
incidente. Sete espécies de Leishmania, subgéneros Leishmania e Viannia,
causam LT no Pard. A acurécia do diagndstico molecular varia com a carga
parasitaria e especificidade dos marcadores. Dada a diversidade de Leishmania e
o risco de visceralizacdo por espécies normalmente dermotropicas, sobretudo em
imunodeprimidos, a avaliacdo de marcadores moleculares para o diagnéstico
etiolégico da LV no Para € necessaria. O objetivo foi avaliar o marcador Hsp70-
234 para diagnéstico etiolégico da LV pela PCR. Amostras de DNA extraido de
promastigotas de Leishmania previamente isoladas da medula Ossea de 13
pacientes com LV foram analisadas. Os controles foram L. (L.) infantum
(MCER/BR/1981/M6445) e L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/67/PH8). Investigou-se
a concentracdo minima de DNA detectavel pela PCR-Hsp70-234. A a analise do
DNA gendmico em gel de agarose a 2% e no equipamento Nanodrop 2000
atestou a qualidade das amostras. Todas foram quantificadas no equipamento
Qubit 2.0 e suas concentracdes ajustadas para 10 ng/pL, 1 ng/uL e 0,1 ng/uL. A
PCR-RFLP Hsp70-234, com a enzima de restricdo Hae lll, foi usada para a
distincdo de espécies (Graca et al . Mem. Inst. Oswaldo Cruz. 107; 5: 664-674,
2012). Os produtos digeridos foram submetidos a eletroforese de alto
desempenho em gel de poliacrilamida. A PCR da regido Hsp70-234 foi sensivel
as trés concentracdes de DNA e a PCR-RFLP HAE Il de Hsp70-234 diferenciou
L. (L.) infantum de L. (L.) amazonensis. Amostras de DNA extraidas dos isolados
de Leishmania obtidos a partir da medula 6ssea de pacientes com LV tiveram
perfis distintos daquele de L. (L.) amazonensis e similares ao de L. (L.) infantum,
confirmando infeccdo dos pacientes por essa Uultima espécie. O poder
discriminatério do Hsp70-234 em relacdo a outras espécies amazbnicas de
Leishmania necessita ainda ser avaliado.
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