Diferenciacdo de espécies de Leishmania pertencentes ao
mesmo subgénero (Viannia) por PCR em tempo real
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As espécies de Leishmania causadoras das leishmanioses séo divididas em dois
subgéneros, Leishmania e Viannia, e agrupadas em complexos. O complexo
Leishmania braziliensis & composto por Leishmania (Viannia) braziliensis,
Leishmania (Viannia) panamensis, Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania
(Viannia) peruviana e Leishmania (Viannia) shawi, que causam a leishmaniose
tegumentar nas Américas (LTA). A espécie de Leishmania juntamente com o
estado imunoldgico do individuo acometido implica em diferentes manifestacdes
clinicas da doenca, que variam de formas localizada e benigna até lesbes
mucocutaneas e resistentes. Diante da importancia clinico-epidemioldgica e da
dificuldade de identificar a espécie do parasito, objetivou-se fazer distincao entre
L. braziliensis, L. guyanensis e L. shawi através do tamanho do produto da PCR
em tempo real (qPCR) desenvolvida pela equipe. Previamente, através de
sequéncias obtidas no Genbank para o Internal Transcriber Spacer 1, foi
desenhado um sistema de gPCR (TagMan probe) especifico para o subgénero
Viannia. Em andlise in silico dos primers, notou-se que os produtos de L.
braziliensis, L. guyanensis e L. shawi apresentaram numero de pares de bases
(pb) diferentes. Com a finalidade de verificar o comportamento dessa distincdo de
tamanho, foi realizado eletroforese em gel de agarose a 4% corado com brometo
de etidio. Na analise in silico obteve-se que o produto de L. braziliensis contém
103 pb; L. guyanensis 105 pb; e L. shawi 107 pb; esta analise foi confirmada
através da eletroforese. Este resultado tras grande perspectiva, visto que para
tipagem de Leishmania é necessario cultivo celular para realizacdo da Multilocus
Enzyme Electrophoresis; ou clivagem do produto de PCR por enzimas de
restricdo (Restriction Fragment Length Polymorphism), ambas sdo técnicas
laboriosas, quando comparadas as vantagens e praticidade da qPCR.

Palavras-chave: Leishmania, gPCR, eletroforese
Apoio: CAPES, FACEPE, CNPq, CPqAM/FIOCRUZ-PE



